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Citometria de Flujo

2.- Desparafinizacién

En esta etapa se realizan los procesos siguientes:

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

2.- Al tubo de ensayo se afiaden 5 ml. de Xilol, dejéndose
en reposo durante 20 min.

3.~ Cambiar el Xilol cada 20 min. por decantacién,
haciéndolo 4 veces.

4.~ Decantado el {ltimo Xilol, poner 3 ml. de alcchol
etilico 100%.

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

.- Dejar el 4ltimo alcohol durante 10 min.

7.- Decantar el alcohol 100% vy poner 3 ml.de alcohol al
95%, durante 10 min.

8.- Cambiar de nuevo el alcohol de 95 por uno de 70,
mantenerlo con la muestra 10 minutos.

9.- Cambiar de nuevo el alcohol de 70 por uno de 50,
mantenerlo 10 min.

10.- Tras el 1dltimo alcochol , 1lavar por decantacién

mediante agua destilada, 3-4 veces.

Para obtener una optimizacién de los resultados hemos

observado una _riqurosidad en los siguientes aspectos

Practicos:
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Se ha procurado que 1las muestras queden perfecta vy
constantemente cubiertas por el xilol y alcohol o agua.

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

Los lavados con alcohol al 100%, deben realizarse
metédicamente, pues si no se han realizado bien, al anadir
los alcoholes de menor gradacidén la muestra se enturbiara,
debiendo empezar de nuevo el proceso.

Una vez se han realizado los lavados con agua destilada,
se pueden dejar reposar las muestras durante unos dias a
temperatura ambiente, aunque no se recdmienda,sean mas de 4,
y mejor si se puede seguir el procesado de las muestras en
las 24 horas siguientes.

Algunos autores por ser este apartado tan largo y
mecadnico han optado - por idear técnicas automaticas de

desparafinado e hidratacién.194,195

3.— Homogeneizacién de los cortes del tumor

Los pasos a realizar son los siguientes:

1.- E1l contenido de los tubos de ensayo se deposita en
unas placas de Petri, y mediante seccidén con bisturi,
se realizan midltiples cortes en las muestras de tumor
hasta conseguir un material homogeneizado.

2.- Se recoge la pulpa, guardandose en un tubo de

Eppendorf, que seréd el continente que utilizaremos en
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las sucesivas etapas del proceso.

Comentario a la etapa de trituracién.- Antes de vaciar

los tubos de ensayo en las placas de Petri, es conveniente
quitar el agua destilada, aunque no totalmente, si quedan 1
6 2 centrimetros cibicos, nos ayudaran en la maniobra de
trituracién.

Se debe procurar mantener la muestra hGmeda, pues se

seca rapidamente.

4.—- Digestiétn enzimatica mediante Pepsina

El primer paso consiste en la preparacidén de la solucidn

"de pepsina de la sigquiente forma:

1.- Obtener wuna solucién salina al 0.9% o suero
fisiolégico.

2.- Ajustar el pH de la solucién salina a 1.5 con HCl1l 1N.

3.- Afadir a la solucién salina de pH 1.5, pepsina, a una

concentracién de 0.5 gr./100ml.

Una vez tenemos la solucidén de pepsina, se puede proceder

a realizar los pasos de la digestidén enzimética.
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1.- Depositar en el interior del tubo de Eppendorf
(donde se halla la muestra), 1 ml. de la solucién de
pepsina.

2.~ Los tubos de Eppendorf conteniendo la muestra con la

solucién de pepsina, se deben incubar al bafio maria

a una temperatura de 37 2 C durante una hora.

3.- Realizar de forma peridédica (cada 10 minutos) una
agitacién enérgica de la muestra mediante vortex,

para conseguir una buena digestién de las membranas.

Comentario a la etapa de digestidén enzimatica.- Antes de
empezar a preparar la solucién, es aconsejable conectar el
pHmetro y ajustarlo convenientemente.

Al utilizar la pepsina se debe tener cuidado por ser muy
~corrosiva para la piel.

Después de preparar la solucién de pepsina, se debe
utilizar inmediatamente para evitar su inactivacién.

El pH en que debe estar la muestra ha de ser muy acido
(pH= 1,5) vy la incubacién ha de ser a 372 C para de este
modo conseguir la méxima actividad de degradacién de la
pepsina.

La inmersién de las muestras en bafio maria, ha de ser

entre una hora y hora vy cuarto, pero nunca inferior a una

hora.
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5.— Centrifugacién

Terminado el proceso de digestién enzimdtica. Los tubos
de Eppendorf se centrifugan a 2000 rpm, durante 10 minutos.

El sobrenadante gque resulte se desecha mediante un
delicado pipeteado para evitar turbulencias y aspirar por

error los nicleos celulares.

6.— Tincion del DNA v destruccidtdn del RNA

Terminada la centrifugacién, en el fondo de los tubos de
Eppendorf se hallan 1los niicleos de las células. Para su
tincién se debe wusar un colorante de caracteristicas
fluorescentes, en nuestro caso se ha utilizado el Ioduro de
\Propidium.

Para evitar falsos resultados al colorearse los dos

dcidos ribonucleicos, procuraremos destruir el RNA, mediante

una Ribonucleasa.

El proceso de tincién del DNA se realiza de 1la siguiente

manera:
l.- Obtencidén de agua destilada.

2.~ Disolver en el agua destilada el Ioduro de Propidium

a una concentracién de 40 microgramos / ml.
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3.- Afiadir a la solucidén de Ioduro de Propidium
Ribonucleasa en una proporcién de 0,5 mgr./ 100 ml.

4.,- Remover suavemente la solucidn.

5.- Depositar 1 ml. de la solucidén realizada en cada tubo
Eppendorf.

6.- Proteger a los tubos Eppendorf de la luz ( por ser el
Ioduro de Propidium fotosensible ).

7.- Guardar las muestras a 4 grados centigrados para

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

Para la tincién del DNA, se pueden utilizar varios
productos, entre ellos, Mitramicina, Bromuro de Etidio,
Naranja de Acridina, DAPI, Hoechst 33258, 1Ioduro de
Propidium, siendo los tres dltimos los ma&s wutilizados. El
colorante Hoechst 33258, se localiza en la banda azul de la

regidén ultravioleta, el Ioduro de Propidium en la banda

\roja.183

7.- Preparacién de la muestra para su procesamiento por

el Citdémetro de Fluijo

Los pasos a realizar son los siguientes:
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1.- Filtrar mediante una malla de nylon de 50 micras de
poro el contenido de cada tubo Eppendorf.

2.- Para realizar el filtrado se utilizarad una
jeringuilla aspirando el contenido del tubo de
Eppendorf, cambiando la aguja y la malla; gue se
intercala entre aguja y Jjeringuilla, utilizando un
nuevo Jjuego para el aspirado y espirado.

3.~ Cuando tengamos aspirado todo el contenido de cada
tubo, se depositaré (previo reemplazamiento de aguja

y malla) en un tubo de ensayo de 6 ml., protegido de

la luz.

Comentario a la etapa de preparacidén de las muestras para

el procesamiento por el citdmetro de flujo.- Se recortan

cuadrados de nylon de unos 1.5 x 1.5 centimetros de lado,
introduciendo el cuadrado hasta el fondo del tubo de
Eppendorf, empujado por 1la aguja de 1la jeringuilla. Se
realizard una aspiracién vy posterior expulsidén para crear
una turbulencia y poder poner en movimiento 1los nicleos,
evitando que se sedimenten en el fondo del tubo. Conseguida
esta turbulencia, se realizard una aspiracién, pasando la
muestra a la jeringuilla. Entonces se cambiard la aguja y se
interpondrd entre jeringuilla y aguja otro fragmento de
malla de nylon, expeliendo la muestra a un tubo de ensayo,

normalmente de pl&stico y de unos 6 ml.
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8.~ Elaboracién del grupo control

Como control se ha empleado linfocitos, separandolos de
sangre total mediante el método de Ficoll.

Obtenidos los linfocitos, se tifien con loduro de
Propidium a la misma concentracidén que las muestras (20-30
microgramos por ml.). Para que se realice la tincidn del
material nuclear, se afiade conjuntamente con el Ioduro de
Propidium, Triton X-100 a una concentracién de 0.1-0.2
ml./100.

El Triton X~-100 es el encargado de romper las membranas
de los linfocitos y dejar penetrar el Ioduro de Propidium en
su interior.

Al cabo de 1 a 3 horas se puede realizar la lectura, pues
el material nuclear ya esté& tenido.

Los linfocitos, suelen dar un pico bien delimitado, con
unas pequenas fases S, siendo un ejemplo de células
-diploides. (Fig. 7)

Delimitado el canal donde se encuentra la fase‘G0~G1 de
los linfocitos; correspondiente al pico 2n, ya se pueden
procesar las muestras y asi podremos saber el indice de DNA
de cada pico.

Seglin sea el indice de DNA de cada pico que aparezca en
el histograma, podremos clasificar los tumores en diploides
(Indice de DNA = 1), o aneuploides (Indice de DNA distinto
de 1).

Este control de linfocitos se puede procesar al principio
de una serie de varios casos; déandonos la referencia del

canal donde se situard el pico diploide. Si pensamos que ha
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podido haber oscilaciones en los parémetros del Citémetro de
Flujo (fluorescencia, voltaje), se puede volver a pasar el
control al cabo de varios casos.

Algunos autores, mezclan la muestra con los linfocitos
control, apareciendo el histograma con un gran pico
diploide, si se superponen las poblaciones, o claramente
diferenciados, el pico correspondiente a los

linfocitos-control y el pico de las células tumorales.

Extraccién de linfocitos de sangre total mediante el

método de ficoll

Material:

Sangre total, minimo 3 ml.
Ficoll, minimo 3 ml.

PBS, minimo 20 ml.

Tubos de ensayo, 4 tubos.

Centrifuga.

Descripcidén del método:

a/ Preparacién de PBS.
Se necesita:

Na2HPO4.

NaH2PO4.
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CLNa.
KCL.
Agua destilada.

Balanza.

El tampén fosfato ha de tener una molaridad igual a 0.2.

Preparacién de 150 ml. de PBS:

1/ Pesar 1.379 gr. de NaH2PO4 vy afadir 50 ml. de agua
destilada.

2/ Pesar 3.55 gr. de Na2HPO4 vy anadir 100 ml. de agua
destilada.

3/ Realizar una solucidén mezclando las dos soluciones

anteriores.

4/ Pesar 1.314 gr de CLNa, vy ahadirlos a la solucidn

anterijior.

5/ Pesar 30 mgr. de KCL, y afadirlos al total.

b/ Preparacidén de Ficoll.

Se realiza mezclando convenientemente Ficoll y Pielograf.

Solucidén de Pielograf= Se realiza mediante Pielograf y
agua destilada a una concentracién del 33.9%

(solucién A).

Solucidn de Ficoll= Se realiza mediante Ficoll vy agua

destilada a una concentracién del 9% (solucién B).
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Preparacién de un litro de solucidén de Ficoll:

c/
1/

2/

3/

4/

5/

1.- Mezclar 293.7 ml de solucién A con 706.2 ml.
de solucién B.

2.- Agitar durante una hora en un agitador magnético.

3.- Ajustar la densidad entre 1077 y 1075 con agua
destilada o pielograf.

4.~ Guardar a 4 grados centigrados. Protegida de la

Juz.

Método de Ficoll.
Anadir a la sangre total la misma proporcién de PBS,
realizéndose la mezcla suavemente.

Depositar con la ayuda de una pipeta y muy lentamente
la mezcla de PBS y sangre sobre el ficoll, en un tubo
de ensayorpara centrifuga. Se ha de procurar gue se
mantenga la interfase entre el ficoll y la sangre.

Una vez tengamos la sangre sobre el ficoll, se
centrifuga a 2000 rpm durante 30 minutos.

Terminada la centrifugacidén en el tubo de ensayo se
podrédn diferenciar varios estratos correspondientes
desde la parte superior a la inferior a: plasma,
linfocitos, ficoll y hematies.

Los 1linfocitos estadn en forma de nube separando el
plasma del ficoll. Esta nube de linfocitos debe ser
aspirada cuidadosamente con una pipeta

4

depositéndolos en otro tubo de ensayo con PBS.
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A continuacién se realiza una nueva centrifugacién a
2000 rpm durante 5 minutos, por decantacién se elimina
el sobrenadante vy se vuelve a llenar de PBS, para
repetir de nuevo el centrifugado, quedando en el fondo

del tubo los linfocitos preparados para ser tefiidos.

9.- Utilizacién del Citometro de Fluijo

Para la correcta utilizacién de un Citémetro de Flujo son

indispensables los siguientes pasos:

a/

b/

c/

d/

e/

Revisién de los valores de fluorescencia, voltaje y
potencia de léaser.

Calibracién del Citémetro mediante bolitas de material
inerte, utilizando el programa DNA Check.

Seleccidén del programa DNA 1 Color, si utilizamos
anicamente un colorante.

Aspirar la muestra. Tras unos instantes, durante los
cuales, la muestra sigue los circuitos del Citémetro
hasta llegar a la cémara de lectura, aparece en la
pantalla las células o particulas que se estan
identificando. Pudiéndose observar el ritmo de lectura
que mantiene el aparato. (Fig. 13)

A medida que la muestra va pasando por la camara de
contaje, en la pantalla del Citémetro se van dibujando
los histogramas y mediante unos cursores, que pueden

moverse libremente, conoceremos el canal en que se
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halla cada pico y el nimero de células que se
encuentran bajo el &rea delimitada por el cursor.
(Fig. 13)

£/ E1l Citdémetro detiene el procesado de un caso cuando ha
llegado a 20.000 particulas.

g/ Terminado un caso, se almacena la informacién y el
Citémetro proporciona una copia mediante documento
escrito.

h/ Entre los casos a 1leer se ha procesar un grupo
control, para que nos sirva de referencia a la hora de
interpretar los histogramas.

- i/ Terminados 1los casos que queramos procesar, es
indispensable el realizar un lavado de los circuitos

con lejia y agua, mediante un programa determinado.

Canal en Citometria 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 senales de fluorescencia
recibidas por el Citdémetro.

El Citdémetro con que se realizd este trabajo constaba de

1024 canales.

Comentario a la etapa de utilizacién del CitSmetro de

Flujo.- La calibracién del citémetro es muy importante, se
realiza con unas bolitas de material inerte gque simulan

células. Estas bolitas salen representadas en la pantalla
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pudiéndose objetivar el grado de dispersién que presentan,
para de esta manera conseguir un mayor agrupamiento,
mediante la variacién de parametros como son voltaje y
fluorescencia o modificar manualmente la cédmara del
citémetro para conseguir que la incidencia del laser sobre
las células sea plena.

Durante la maniobra de aspirado es aconsejable agitar
suavemente el tubo de ensayo para evitar que los nGcleos se
sedimenten.

Seleccionando individualmente cada histograma, se pueden
movilizar 4 cursores que son a modo de segmentos en los que
las puntas indican el canal donde se encuentran Yy la
longitud, el namero de células comprendidas entre cada
canal.

Si se desea, con los cursores podriamos conocer el nGmero
de células que se encuentran en cada fase (G0-G1l, S y G2-M),
mediante la localizacidén en la pantalla de los diversos

"picos del histograma y el englobe mediante los cursores de
las areas correspondientes.

Durante la utilizacién del Citémetroc de Flujo deberemos
vigilar los niveles de residuos o 1liquido propulsor que
utiliza el citdmetro, de esta manera nos evitaremos
miltiples molestias, inconvenientes y averias.

Para finalizar , hemos realizado un metédico proceso para
desconectar el citémetro, utilizando un programa denominado
"Shut Down", este programa indica la manera de parar

adecuadamente el citémetro de flujo.
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D.~ VARIABLES A MEDIR

En este estudio se han obtenido para cada caso, dos

variables de méximo interés, que son:

l1.- PLOIDIA

2.- FASE S

La Ploidia es una variable cualitativa, pudiendo

expresarse como euploidia o aneuploidia.

lL.a Fase S es una variable cuantitativa.

Otras variables medidas han sido:

- El valor de la fase GO0-G1l.
- El1 valor de la fase G2-M.

La Ploidia es wuna variable de gran importancia para el
estudio, por ser un parametro de malignidad. Segin numerosos

estudios los tumores con caracteristicas diploides
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(euploides) tienen menor malignidad que los

aneuploides.164,167,169,175

La Fase S, es otra variable también relacionada con la
agresividad tumoral. Tumores con una pequena fase §,
presentan un comportamiento menos agresivo gque los que

tienen una fase S elevada.l132,177,179

Los wvalores de la Fase S8 se han dividido en tres

categorias:

Il

Fase S pequefa Fase S,< 7

7.1 > Fase S < 11.9

il

Fase S mediana

Fase S alta = PFase § > 12
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E.— INTERPRETACION DE IL.AS VARIABLES

Los histogramas se pueden interpretar de forma objetiva
mediante el empleo de varios programas internacionalmente
aceptados. En este trabajo se ha utilizado el denominado
EPICS CYTOLOGIC SOFTWARE. Versiém 2.01.190 (Coulter Co.).

Este programa esté preparado para realizar una
interpretacién de forma matematica de un histograma,
calculando el nimero de células y el tanto por ciento de
estas, que se encuentran en cada fase del ciclo celular.

Consta de 4 métodos distintos de andlisis.

Los pasos a seguir dentro del programa para la

interpretacién de los histogramas son los siguientes:

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

2.- Seleccién del tipo de fluorescencia a emplear, en

nuestro caso la FL2.

3.- Seleccidn del programa DNA.

4.- En la pantalla aparecerén diversos picos. El primer
pico que se encuentra desde la izquierda a la derecha
del gréafico es el correspondiente al tipo diploide

(2n), que se identifica con la poblacién de niicleos
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en fase de presintesis (G0-Gl). A continuacién sigue
la fase de Sintesis (S), Yy el segundo pico lo forman
los niicleos que estdn en Mitosis (G2-M). Si en el
grafico hay otros picos, pertenecen a las poblaciones
aneuploides. Normalmente el primer pico aneuploide
suele aparecer después de GO0-Gl, para tener su
réplica G2-M también después de 1la fase G2-M de la
poblacién principal. Algunas veces algin pico se
puede superponer, haciendo dificil su interpretacién.
En estas circunstancias se desechaba el caso.

Con el histograma en pantalla se ha de
seleccionar el &rea de interés. Existen unos cursores
que deberaén moverse a lo largo de la pantalla hasta
delimitar los picos que realmente nos interesan. Si
no se realiza esa seleccibén, el ordenador utiliza
toda el area de la pantalla. La idea de delimitar un
drea de interés es para eliminar de entrada detritus
que no nos interesen y puedan interferir en la
lectura.

Otra forma de eliminar detritus es mediante 1la
utilizacién del background. Que produce un recorte en
la base de los histogramas.

A continuacidén el programa delimita 1los picos G0-Gl
y G2-M, pudiendo ser aceptados o no. Caso de no
aceptarse. Pueden desplazarse los cursores hasta
delimitar el pico deseado. Lo mismo ha de realizarse
cuando aparecen picos aneuploides.

Para seguir con la  interpretacién se ha de

seleccionar uno de los cuatro métodos que nos da a
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elegir el 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: Multiple Broadened Rectangle S—-Phase Model.

El método utilizado en este trabajo de investigacién ha
sido el SFIT con un modelo de Fase S constante, que calcula
la Fase S mediante 1la obtencién del namero de células
incluidas dentro de un rectédngulo que abarca desde 1la base
del pico G1 hasta el pico G2.

9.~ Seleccionado el método a emplear el programa calcula

los wvalores totales y porcentuales de células
correspondientes a cada fase del ciclo celular.
Obteniéndose una tabla de valores numéricos donde
destaca la fase S, que es el principal valor de
interés para nosotros, ademds del coeficiente de
variacién (CV), wutilizado para desechar los casos si

no se adaptaban dentro de unos paré&metros congruentes

(CV= 5.8 +/- 2.2).

Si el tumor es diploide, el procedimiento para el
cdlculo de la Fase S es sencillo. Pero si se trata
de un tumor aneuploide, 1la valoracién de las células

en fase S es mas complicada. Se han desechado casos
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aneuploides en los que la valoracidn de la

fase S era imposible, ya sea por tener un 1ID

(Indice de DNA) inferior a 1.3 o superponerse

la fase G2-M de la poblacién diploide.

El cdlculo de la Pase S se basa en el método utilizado

por Baisch:197

Para los tumores diploides:

nimero de eventos/10 X nimero del canal del pico diploide

100

Para los tumores aneuploides:

niimero de eventos/10 X ntmero del canal del pico aneuploide

% de células aneuploides

10.- La otra variable a medir es la Ploidia.

Se ha considerado aneuploide todo tumor con un

Indice de DNA superior a 1.2 o en cuyo histograma

aparecieran m&s de un pico GO0-Gl.

149 M. Sisteré



Citometria de Flujo

Comentario a la interpretaciétn de resultados.-

Respecto a la utilizacidén del background, muchos trabajos
lo consideran necesario con la finalidad de obtener valores
de fase S mis acertados.l16,193

Para la correcta interpretacién de 1los 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 estudios,198 se remitieron una serie de
histogramas a 6 investigadores, para que se determinara la
ploidia. Coincidiendo los seis en un 44% de los casos,
cuando s6lo eran cinco los investigadores que coincidian, se
llegaba a un 85%. Esto da idea de la enorme dificultad o
gran variedad de criterios existentes en la interpretacién
de los resultados obtenidos mediante Citometria de Flujo.

La interpretacién de un histograma, se realiza mediante
complicados métodos estadisticos y mateméticos.

Entre las principales preocupaciones a la hora de evaluar
un histograma, estén las interferencias que puedan causar
los detritus vy los falsos picos. Para salvar el primer
inconveniente existen detallados estudios que facilitan
algunas técnicas para llevarlo a cabo.117:198 ggtos falsos
picos pueden aparecer por:

a/ Sufrir el tejido fenémenos de autolisis.19d

b/ Mediante los métodos de fijacién del tejido

(formalina).

c/ Una mala metodologia de la preparacién de las

muestras. Ya sea a la hora de realizar el corte-sl?8

del material seccionando nitcleos, o en el resto
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de pasos de la preparacidn.

El trabajo se ha realizado de una forma uniforme y
metddica, poniendo eSpecial énfasis en el periodo de
preparacidén de la muestra, por la gran facilidad con que se
puede ver alterada toda la técnica.200

En cuanto a la interpretacién matemadtica de los
histogramas, para evitar errores subjetivos, el estudio se
ha cefiido estrechamente a los patrones dictados por el
programa de interpretacién de DNA (Epics Cytologic
Software), mencionado anteriormente. Cuando algin caso no
reunia las condiciones adecuadas (deformidad del histograma,
exceso de detritus, valores de coeficiente de variacién

desmesurados), era descartado.
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F.—- ESTUDIO ESTADISTICO

En este trabajo de investigacién se han interpretado
los resultados utilizando el programa de estadistica
SPSS/PC+ (Versibn 4.0).

Los datos obtenidos en el laboratorio se han evaluado

estadisticamente mediante los métodos:

Prueba Chi Cuadrado para tablas de contingencia.
Tablas clasicas de supervivencia de Kaplan y Meier.

Prueba de Regresién Logistica Mialtiple.

Mediante el estudio univariante X2, se ha relacionado:

l1.- Cada una de las variables cléasicas con los valores
obtenidos mediante Citometria de Flujo de 1la fase S del
" tumor primario.

2.- Todas las variables clinico-patolégicas tradicionales
con la ploidia del tumor primario.

3.- Cada una de 1las variables del estudio con 1la
supervivencia. |

4.- TLos valores de la fase S del tumor primario con los
valores de la fase S de los ganglios axilares, de las
metastasis, de las recidivas locorregionales y los ganglios
axilares de esas recidivas.

5.- Los valores de la fase S del tumor primario con los
valores de la ploidia obtenidos de los ganglios axilares, de

las metastasis, de las recidivas locorregionales y de los
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ganglios axilares de esas recidivas.

6.- Los valores de la ploidia del tumor primario con los
valores de la ploidia obtenida en los ganglios axilares, en
las metastasis, en las recidivas locorregionales y en los
ganglios axilares de esas recidivas.

7.- Los valores de la ploidia del tumor primario con los
valores de 1la fase S de los ganglios axilares, de las
metastasis, de las recidivas locorregionales y de los

ganglios axilares de esas recidivas.

L.as tablas de supervivencia se han confeccionado en
relacién con la edad, antecedentes familiares de céncer de
mama, antecedentes personales mamarios, el tamafho tumoral,
la afectacidn ganglionar, la aparicién de metéstasis (M) en
el momento del diagnéstico y en el seguimiento, los
receptores hormonales, el numero de ganglios invadidos
mediante determinacidén histolégica, la Fase S y la Ploidia
-del tumor primario, las recidivas y 1la situacién de

pre-postmenopausia.

La regresién logistica miltiple, es una prueba
estadistica que valora exclusivamente la probabilidad de
supervivencia "al final" del estudio. Es el método
multivariante empleado en este trabajo. Tras la inclusién
de una serie de variables consideradas de mayor interés
pronéstico, realiza una selecciédn de las que mayor
influencia tienen en la prediccién de la supervivencia. Nos
permite calcular la probabilidad de supervivencia en

funcién de cualquier valor que pueda adoptar cada una de las
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variables pertenecientes al estudio por separado.

La férmula a emplear es:201

Donde Z es:

Z = Bo + Bl'xl + B2.X2 + ... + Bn.xn

B y X son:

By = Constante.

By, By, B3 son los diversos valores de las constantes
obtenidos para cada variable en el estudio de regresién
logistica.

X,, X5, X3 son las diversas variables con las gue se ha

- realizado el estudio.

A continuaciébn se detallarédn los resultados obtenidos
tras el estudio de las diferentes variables y se aplicaré el
método estadistico correspondiente en cada caso con el fin

de obtener la mayor informacién 1Gtil de la investigacién.
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RESULTADOS

En la elaboraci6én de 1los resultados, inicialmente se
realiza una descripcién de todas las wvariables que
intervienen en el estudio:

- Las variables clinico-patolégicas obtenidas de 1la

historia clinica de cada paciente.

- E1 contenido de DNA (Ploidia) correspondiente a cada

masa tumoral estudiada mediante Citometria de Flujo.

- El valor de la fase de sintesis (Fase S), obtenido de

cada tumor al ser procesado mediante Citometria de

Flujo.

Con los datos de las diversas variables se ha realizado
el estudio estadistico, basado en la utilizacién de tres
pruebas:

Estudio univariante mediante X2.

Tablas de supervivencia.

Regresién logistica maltiple.
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A.— RE TADOS DE LAS VARIABLES CLINICO-P ICAS

En la tabla 2, se describe la variable edad, indica que
una inmensa mayoria de pacientes se hallan en el periodo
medio de la vida, para poder realizarse mejor los estudios
estadisticos se ha tabulado en tres valores, menores de 35

anos, entre 35 y 65 y mayores de 65.

Tabla 2.
Edad.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
< 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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Cancer de mama

describen los antecedentes

Yy personales

de patologia

mamaria.
Tabla 3.
Antecedentes familiares de cancer de mama.
Valoraciédn Frecuencia Porcentaje % Valido
NO 48 44.9 80.0
ST 12 11.2 20.0
No figura 47 43.9 Perdidos
Total 107 100.0 100.0
Tabla 4.
Antecedentes personales de patologia mamaria
benigna y maligna.
Valoracidn Frecuencia- Porcentaje % Valido
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 nimero de embarazos que ha tenido cada paciente se ha

evaluado,

pero

no

se ha tenido

en cuenta al realizar el

trabajo de investigacién, por ser una variable muy estudiada

desde

5.

157

antano y de escasa significacién pronéstica.
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Tabla 5.

Nimero de embarazos.
Valoracién Frecuencia
6

8
27

14

5

3

1

- U s W N e O

No figura . 43

Total 107

Porcentaje % Valido

5.6
7.5
25.2
13.1
4.7
2.8
0.9
40.2
100.0

9.4
12.5
42.2
21.9

7.8

4.7

1.6

Perdidos

100.0

En las tablas 6, 7 y 8 se describen

el namero de casos

clasificados en funcién del valor de T, N y M.

Los diversos valores adoptados por cada variable son:

si se afecta piel o pared.

Ganglios axilares fijos.

il ]

2 =2 2 =2 =2 =2 =3 9
OO W N O e
1

Metastasis a distancia.

158

< 2 cmn. T2 =2 -5 cm.

= No hay afectacién ganglionar.

Ganglios axilares mdviles.

No hay metadstasis a distancia.

T3 > 5 cm.

Afectacién de la cadena mamaria interna.
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Tabla 6.
T Tamano tumoral.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
T 1 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 Afectacién ganglionar.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
N O 37 34.6 35.6
N 1 52 - 48.6 50.0
N 2 14 13.1 13.5
N 3 4 1 0.9 1.0
No figura 3 2.8 Pexrdidos
Total 107 100.0 100.0
Tabla 8.
M Metastasis.
Valoracidn Frecuencia Porcentajé % valido
MO 86 80.4 82.7
M1 18 16.8 17.3
No figura 3 2.8 Perdidos
Total 107 100.0 100.0
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La mayoria de tumores estudiados han sido del tipo
histolégico, carcinoma ductal infiltrante, que representa
sin lugar a dudas el méds frecuente de los clnceres de mama.

(Tabla 9).

Tabla 9.
Tipo histolégico.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
C. Ductal I. 95 88.8 89.6
C. Medular. 6 5.6 5.7
C. Inflamatorio 1 0.9 0.9
Otros 4 3.7 3.8
No figura 1 0.9 Perdidos
Total 107 100.0 100.0

La valoracién de los receptores hormonales, desde hace un
tiempo ya viene haciéndose de forma sistemitica en nuestro

medio. (Tablas 10 y 11)

Tabla 10.
Receptores Estrogénicos.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
Negativos 18 16.8 24.0
Positivos 57 53.3 76.0
No figura 32 29.9 Perdidos
Total 107 100.0 100.0

160 M. Sisteré



Ccancer de mama

Tabla 11.
Receptores Progestagenos.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
Negativos 28 26.2 37.3
Positivos 47 43.9 62.7
No figura 32 29.9 Perdidos
Total 107 100.0 100.0

Acompanando a la cirugia, se realizd radioterapia en més
de la mitad de 1las pacientes. Todos los casos con
receptores hormonales negativos recibieron hormonoterapia.
Con respecto a la quimioterapia, la ciclofosfamida fue el

farmaco mas utilizado. (Tablas 12, 13, 14)

Tabla 12.
Radioterapia.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % VAalido
NO 44 41.1 44 .4
SI 55 51.4 55.6
No figura 8 7.5 Perdidos
Total 107 100.0 100.0
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Tabla_ 13.
Quimioterapia.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
NO 54 50.5 58.1
CMF 26 24.3 28.0
Genoxal ,MTX,5-FU 2 1.9 2.2
CTX,MTX,5-FU 5 4.7 5.4
Altres 6 5.6 6.5
No figura 14 13.1 Perdidos
Total 107 100.0 100.
Tabla 14.
Hormonoterapia.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
NO 46 43.0 50.0
SI 46 43.0 50.0
No figura 15 14.0 Perdidos
Total 107 100.0 100.0

En las tablas 15 y 16 se han valorado los casos que
sufrieron una recidiva en el lecho quirtGrgico o =zona
ganglionar durante el periodo de sequimiento, asi como en

los que se observé metédstasis (6seas, hepaticas, pulmonares

O cerebrales).
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Tabla 15.
Recidivas locorregionaies de partes blandas.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % VAalido
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.
Aparicién de metdstasis en el seguimiento.
Valoracioén Frecuencia Porcentaje % Valido
NO 56 52.3 65.1
ST 30 28.0 34.9
No figura - 21 19.6 Perdidos
Total 107 100.0 100.0

En la tabla 17, se especifica el total de supervivientes

y fallecimientos al final del estudio.

Tabla 17.
Supervivencia.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
Muertos 39 36.4 36.4
Vivos 68 63.6 63.6
‘ Total 107 100.0 100.0
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Tabla 18.

Pacientes clasificados por estadios.
Estadios Frecuencia Porcentaje % Valido
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
v 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 (PLOIDTA)

La ploidia o cantidad de DNA que expresa el material
nuclear, considerada como una de las variables a investigar
de mayor interés, se ha determinado en la totalidad de
tumores primarios (Tabla 19), en 1los ganglios invadidos,
pertenecientes a esos tumores primarios (Tabla 20), en las
metastasis (Tabla 21), cuando una paciente sufria una
recidiva y era extirpada quirﬁrgicaménte, también se
determinaba esta variable, tanto en la masa principal (Tabla
22), como en los ganglios (tabla 23).

Se considera a un tumor diploide (2n) mediante Citometria
de Flujo, cuando el pico GO0-G1l coincide con el Indice de DNA
igual al, o con el pico G0-Gl del grupo control, en este
caso linfocitos. |

Un tumor es aneuploide cuando el pico GO-G1 no coincide
con el Indice de DNA, o existen dos o mds picos G0-Gl en el

histograma obtenido mediante Citometria.
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Tabla 19.
Ploidia del tumor primario.
Valoracidn Frecuencia Porcentaje % Valido
Aneuploides 35 32.7 32.7
Diploides - 72 67.3 67.3
Total 107 100.0 100.0
Tabla 20.
Ploidia de los ganglios axilares invadidos.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
Aneuploides 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.
Ploidia de las metastasis procesadas.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
Aneuploides 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.
Ploidia de 1las recidivas locorregionales de partes
blandas.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
Aneuploides 3 2.8 42.9
Diploides 4 3.7 57.1
No figura 100 91.6 Perdidos
Total 107 100.0 100.0
Tabla 23.
Ploidia de los ganglios axilares invadidos
correspondientes a las recidivas locorregionales de
paites blandas.
- Valoracidn Frecuencia Porcentaje % VAalido
Diploides 3 2.8 100.0
No figura 104 97.2 Perdidos
Total 107 100.0 100.0
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C.- RESULTADOS DEL CALCULO DE_LA FASE S

La otra variable de mndximo interés del estudio es el
valor correspondiente a la fase S, que se determindé al igual
que la ploidia en todas las muestras cancerosas obtenidas.
(Tablas 24, 25, 26, 27, 28)

Se ha subdividido la fase S en tres grupos. Adoptandose
como limites los siguientes:

Fase S pequena = Valor de la fase S < de 7.

Fase S mediana = Valor de la fase S entre 7 y 12.

Fase S alta = Valor de la fase S superior a 12.

Tabla 24.
Fase S del tumor primario.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
< 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.
Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
< 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 metéastasis. o
Valoracién Frecuencia Porcentaje % VAalido
< 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 1las recidivas locorregionales de partes

blandas.

Valoracién Frecuencia Porcentaje % Valido
< 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 los ganglios axilares invadidos
correspondientes a las recidivas locorregionales de

partes blandas.

Valoracién Frecuencia Porcentaje % VAalido
7-12 1 0.9 33.3
> 12 2 1.9 66.7
No figura 104 97.2 Perdidos
Total 107 100.0 100.0
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D.- RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO

1.~ Estudio Univariante

Mediante la prueba estadistica Xz, se ha relacionado el
valor de la fase S, la ploidia y la supervivencia, con el
resto de variables, adem@&s de ellas entre si. S6lo se han
tenido en cuenta 1las variables clésicas mas significativas
en relacién al prondéstico (TNM, Receptores Hormonales,
metastasis en el seguimiento, nimero de ganglios invadidos,

situacién hormonal de la paciente,..).

la.- Relacién de las variables clinico-patolégicas

de interés pronéstico con la fase S del

tumor primario. Prueba Chi Cuadrado:

* Entre paréntesis se indica el

valor del residual ajustado.

Fase S
Variable N2 casos <1 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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Fase S

Variable N2 casos < 17 7-12 > 12 valor p
T
T 1 18 3 (0.3) 7 (-0.3) 8 (0.1) N.S.
T 2 36 5 (-0.1) 16 (0.3) 15 (-0.2) p = 0.99
T 3 25 4 (0.3) 11 (0.2) 10 (-0.4)
T 4 25 3 (-0.4) 10 (-0.3) 12 (0.5)
N
N O 37 6 (0.4) 14 (-0.7) 17 (0.4) N.S.
N 1 52 6 (-0.8) 24 (0.8) 22 (-0.2) p = 0.83
N 2 14 3 (0.8) 5 (-0.5) 6 (0.0)
N 3 1 0 (-0.4) 1 (1.2) 0 (-0.9)
M

0 86 14 (1.2) 40 (1.9) 32 (-2.7) p = 0.02
M1 18 1 (-1.2) 4 (-1.9) 13 (2.7)
Receptores Estrogénicos
Negativos 18 2 (-0.1) 10 (0.9) 6 (-0.8) N.S.
Positivos 57 7 (0.1) 25 (-0.9) 25 (0.8) p = 0.65
Receptores Progestagenos
Negativos 28 2 (-0.1) 14 (0.4) 12 (0.2) N.S.
Positivos 47 7 (1.0) 21 (-0.4) 19 (-0.2) p = 0.60
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Fase S

Variable N2 casos < 12 > 12 valor p

Antecedentes personales de patologia mamaria
NO 40 24 (1.7) 16 (-1.7) N.S.
SI 16 6 (-1.7) 11 (1.7) P

0.08

Namero 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 N2 casos < 12 > 12 valor p

Antecedentes familiares de cancer 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.

ST 55 33 (1.4) 22 (-1.4) p = 0.14
Fase S

variable N2 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 (-0.3) 17 (-0.3) N.S.
1-2 14 3 (1.0) 5 (-0.2) 6 (-0.5) p = 0.67
Mas de 2 40 3 (-1.5) 16 (0.4) 21 (0.6)

Situacién en relacién a la 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
Metastasis aparecidas en el seguimiento

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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1b.~ Relacién de las variables clinico-patoldgicas de
interés pronéstico con la ploidia del tumor

primario. Prueba Chi Cuadrado.

* Entre paréntesis se indica el

valor del residual ajustado.

Variable N° casos _Aneuploides Diploides Valor p
Edad

< 35 5 3 (1.3) 2 (-1.3) N.S.
35-65 72 25 (0.6) 47 (-0.6) p = 0.22
> 65 30 7 (-1.3) 23 (1.3)

T

T 1 18 3 (-1.6) 15 (1.6) N.S.

T 2 36 13 (0.5) 23 (-0.5) p = 0.12
T 3 25 12 (1.9) 13 (-1.9)

T 4 25 6 (-1.1) 19 (1.1)

N

N O 37 12 (0.0) 25 (0.0) N.S.

N 1 52 16 (~0.4) 36 (0.4) p=0.74
N 2 14 6 (0.9) 8 (-0.9)

N 3 1 0 (-0.7) 1 (0.7)
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Variable N2 casos Aneuploides 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 Progestagenos
Negativos 28 15 (2.9) 13 (-2.9) p = 0.004
Positivos 47 10 (-2.9) 37 (2.9)

Antecedentes familiares de cancer de mama
NO 48 17 -(1.2) 31 (-1.2) N.S.

ST 12 2 (-1.2) 10 (1.2) p = 0.21

Antecedentes personales de patologia 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 N2 casos Aneuploides Diploides Valor p

Nimero 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 _N2 casos  Aneuploides Diploideé Valor 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)

Situacién en relacién con la menopausia

Premenopausia 24 7 (-0.5) 17 (0.5) N.S.

Menopausia 72 25 (0.5) 47 (-0.5) p = 0.61

Aparicién de metastasis en el sequimiento

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 g% casos Aneuploides Diploides Valor p

Quimioterapia

NO 54 16 (-0.6) 38 (0.6)

CMF 26 13 (2.3) 11 (-2.3) p = 0.05
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.
S1 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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lc.- Relacién_de todas las variables estudiadas con

la supervivencia.

Prueba Chi Cuadrado.

*

Entre paréntesis se indica el

valor del residual ajustado.

Variable N2 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
NO 40 11
ST 17 7

Nimero de embarazos
6
8
27
14

N e W N E O
o N O U1 O W O
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patologia mamaria

(-1.0)
(1.0)

(-1.5)
(0.7)
(-0.7)
(0.9)
(-0.3)
(1.6)
(-0.6)

29
10

T N V- N I I« )}

(1.0)
(-1.0)

(1.5)
(-0.7)
(0.7)
(-0.9)
(0.3)
(-1.6)
(0.6)

MQ

p = 0.37
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Tipo Histolégico

C. Ductal I. 95 36 (0.7)
C. Medular 6 1 (-1.1)
C. Inflamat. 1 1 (1.3)
Otros ' 4 1 (-0.5)
Receptores Estrogénicos
Negativos 18 4 (-0.9)
Positivos 57 19 (0.9)

180

59 (-0.7)
5 (1.1)
0 (-1.3)
3 (0.5)

14 (0.9)
38 (-0.9)

M.

Variable N2 casos =~ Muertos  Vivos  Valor p

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

N 0 37 10 (-1.6) 27 (1.6) N.S

N 1 52 20 (0.2) 32 (-0.2) p = 0.12
N 2 14 8 (1.6) 6 (-1.6)

N 3 1 1 (1.3) 0 (-1.3)

Variable N2 casos Muertos Vivos Valor p

M -

MO 86 25 (-3.9) 61 (3.9) p=0.0001
M1 | 18 14 (3.9) 4 (-3.9)

p = 0.38

p = 0.37
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Variable N2 casos Muertos Vivos Valor
Receptores Progestagenos

Negativos 28 8 (-0.3) 20 (0.3) N.S.

Positivos 47 15 (0.3) 32 (-0.3) p 0.76

Nimero de ganglios axilares afectados (N histolégico)

Ninguno 36 10 (-1.8) 26 (1.8) p = 0.01
1-2 14 3 (-1.5) 11 (1.5)

3 o més 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
Quimioterapia

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 N2 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

Aparicién de Metastasis en el seguimiento del paciente
NO 56 12 (-3.9) 44 (3.9) p=0.0001
SI 30 19 (3.9) 11 (-3.9)

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

Ploidia de los ganglios invadidos
Aneuploides 20 8 (-0.7) 12 (0.7) N.S.

Diploides 36 18 (0.7) 18 (~0.7) 0.47

o)
]

Ploidia de las metastasis

Aneuploides 1 1 (0.8) 0 (-0.8) N.S.

Il

Diploides 8 5 (-0.7) 3 (0.8) P 0.45
Ploidia de recidivas locorregionales de partes blandas.
Aneuploides 3 1 (-0.4) 2 (0.4) N.S.
Diploides 4 2 (0.4) 2 (-0.4) p = 0.65

Ploidia de los ganglios axilares correspondientes a las
recidivas locorregionales de partes blandas.

Diploides 3 1 () 2 () N.S.
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Variable N2 casos Muertos Vivos Valor p

Fase S del tumor primario

< 7 15 4 (-0.8) 11 (0.8) p=0.005
7-12 45 10 (=2.6) 35 (2.6)
> 12 47 25 (3.2) 22 (-3,2)

Fase S de los ganglios invadidos

<7 15 2 (~3.0) 13 (3.0)  p<0.0006
7-12 19 6 (-1.6) 13 (1.6)
> 12 22 18 (4.3) 4 (-4.3)

Fase S de las metdstasis procesadas

< 7 3 3 (1.5) 0 (~1.5) N.S.

7-12 3 1 (-1.5) 2 (1.5) p = 0.22
> 12 3 2 (0.0) 1 (0.0)

Fase S de las recidivas locorregionales de partes
blandas.

< 7 3 2 (0.7) 1 (-0.7) N.S.
7-12 3 0 (-2.2) 3 (2.2) p = 0.06
> 12 2 2 (1.6) 0 (-1.6)

Fase S de los ganglios axilares invadidos

correspondientes a recidivas locorregionales de partes

blandas.

7-12 1 1 (1.7) 0 (-1.7) N.S.
> 12 2 0 (-1.7) 2 {1.7) p = 0.08
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1d.~- Relacién entre: Valor de la fase S del tumor

primario y los diferentes valores de fase S de

las muestras. Prueba Chi Cuadrado.

* Entre paréntesis se indica el

valor del residual ajustado.

Fase S

Variable N2 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=10.03
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 metastasis

<7 3 0 (-0.8) 1 (0.0) 2 (0.5) N.S.
7-12 3 0 (-0.8) 2 (1.5) 1 (-0.9) p=0.35
> 12 3 1 (1.5) 0 (-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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le.- Relacién entre: Valor de 1la fase S del tumor

primario y los diferentes valores de ploidia de

las muestras. Prueba Chi Cuadrado.
* Entre paréntesis se indica el

valor del residual ajustado.

Fase S

Variable N2 casos < 7 7-12 > 12 valor p

Ploidia de los tumores primarios
Aneuploides 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

Ploidia de los ganglios invadidos

Aneuploides 20 0 (-1.9) 9 (0.4) 11 (0.8) N.S.

Diploides 36 6 (1.9) 14 (-0.4) 16 (-0.8) p = 0.15
Ploidia de las metastasis

Aneuploides 1 0 (-0.4) O (-0.8) 1 (0.9) N.S.
Diploides 8 1 (0.4) 3 (0.8) 4 (-0.9) p=10.63

Ploidia de las recidivas locorregionales de partes

blandas.

Aneuploides 3 1 (1.2) -= 2 (-1.2) N.S.

Diploides 4 0 (-1.2) -- 4 (1.2) p = 0.21
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Al relacionar las variables Fase S (<7, 7-12, >12) y
Ploidia del tumor primario, no ha aparecido mds que una gran
tendencia estadistica (p=0.08), pero realizando una divisién
simplemente en fase S alta (> 12) y fase S baja (<12), la

valoracién estadistica ha resultado ser significativa

(p=0.05).

Fase S
Variable N2 casos < 12 > 12 valor p

Ploidia de los tumores primarios

Aneuploides 15 (-1.9) 20 (1.9) p = 0.05
Diploides 45 (1.9) 27 (-1.9)
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1f.—- Relacién entre: Valor de la ploidia del
tumor primario y los diferentes valores de

ploidia de las muestras. Prueba Chi Cuadrado.

* Entre paréntesis se indica el

valor del residual ajustado.

Variable N2 casos Aneuploides Diploides Valor p

Ploidia de los ganglios invadidos
Aneuploides 20 16 (4.9) 4 (-4.9) p < 0.0005
Diploides 36 5 (-4.9) 31 (4.9)

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

Ploidia de 1las recidivas locorregionales de partes

blandas.
Aneuploides 3 2 (-0.2) 1 (0.2) N.S.
Diploides 4 3 (0.2) 1 (-0.2) p = 0.80
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1g.- Relacibén___entre: Valor de la ploidia del

tumor primario v los diferentes valores de

fase S de las muestras. Prueba Chi Cuadrado.

* Entre paréntesis se indica el

valor del residual ajustado.

Variable N2 casos _ Aneuploides Diploides 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)

FPase S de las metastasis

<7 3 2 (1.5) 1 (-1.5) N.S.
7-12 3 1 (0.0) 2 (0.0) p = 0.22
> 12 3 0 (-1.5) 3 (1.5)

Fase S de 1las 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 1los ganglios axilares de las recidivas

locorregionales de partes blandas.
7-12 1 0 (-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 la probabilidad de
supervivencia a los 5 afios de un paciente incluido en este
estudio con una fase S < de 7 es de 0.64, si la fase S estéa
entre 7-12 es de 0.84 y si la fase S es > 12 la probabilidad
se situa en 0.45. El que la probabilidad de supervivencia
para los valores de fase S < 7 vy fase S entre 7f12 se
invierta (sea mas elevada para la fase S entre 7-12), se
debe a la escasa diferencia existente entre esos dos
parémetros prondsticos. Si los uniéramos, obtendriamos una
gran significacién estadistica, diferenciéndose una clara
fase S < 12 con una buena supervivencia (79%), de una fase S
> 12 con pequeifia supervivencia (45%) (p=0.03).

Si buscamos la supervivencia a los 10 afios encontramos
que para una fase S < 7 le corresponde 0.64, para la fase S
7-12 le corresponde 0.57 y cuando la fase S es > 12 la
supervivencia es de 0.23.

Con respecto al Indice de DNA (ploidia) de los diversos
tumores primarios. La probabilidad de supervivencia de un
tumor aneuploide a los 5 afios es de 0.47, a un diploide le
corresponde 0.68.

También se han calculado las graficas de supervivencia
correspondientes a otros factores prondésticos como edad,
antecedentes familiares de céncer de mama vy personales de
patologia mamaria, T, N, M, n° de ganglios afectados en cada
paciente, el valor de los receptores hormonales (R.E., R.P.)

Y la situacién de pre-postmenopausia.
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GRAFICAS DE SUPERVIVENCIA

Supervivencia
Edad

o 1 ? 3 4 6 &
Miles de dias

* <38 * 35-66 * 586

Fig. 18 . Gréafica correspondiente a la supervivencia

global en relacién con la edad (p=0.96).
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o y—

~ SUPERVIVENCIA
ANTECEDENTES FAMILIARES

1,2 e eeas

sty

T

0 1 2 s 4 s (] i
Miles de dias

% OON ANTECEDENTES * BIN ANTECEDENTES

Fig. 19. Grafica donde se representa la supervivencia
en relacién a los antecedentes familiares de

cancer de mama (p=0.77).
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SUPERVIVENCIA
l ANTECEDENTES PERSONALES
12 ; —~ e
1 : : |
~1iL .
o s e
04| o E
i‘ 0,2 . . ; L .;
T T v R B
o 1 2 3 4 3 8
Miles de dias
* BIN ANTECEDENTES # CON ANTECEDENTES

Fig. 20 . Gréafica representando la supervivencia en
relacién a los antecedentes personales de

patologia mamaria (p=0.20).
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Supervivencia
Valores de Fase S

—_—

i
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o 1 2 3 ] ]
Miles de dias
* Fase B <7 * Fase 8 7-12 * Fase 8> 12
Fig. 21. Gréafica correspondiente a la supervivencia

global en relaci6n con el valor de la

(< 7,
0.09).

7-12,

>12) del tumor primario

fase S

(p =
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SUPERVIVENCIA
FASE S RECODIFICADA

5 ahbs 10 sfos
o 1 2 3 4 B B
Milea de diaa

T Fahp 84 T % Faps 8: %

e —— T i

Fig. 22. Grafica correspondiente a 1la supervivencia
global en relacién con el valor de la fase S

(< 12, > 12) del tumor primario (p=0.03).
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Supervivencia
Tamano Tumoral
1,7
|
: I
0,8 : ........ ] b
_ .
0.8 b ,__.a._. : .
0,‘5 - : : L3 -
02! :
o Sahes 10ahos _ . ;
@ T B 3 4 3 1
Miles de dias
* T1 * T2 * T3 * T 4
Fig. 23. Grafica correspondiente a 1la supervivencia

global en relaci6én con el valor del tamaho

tumoral (p=0.009).
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1,2

0,2

Supervivencia
Afectacion Ganglionar

| | 2 3 4 E |

Gl . Wdfe

Milea de diaa

Fig.

24. Grafica correspondiente a la supervivencia
global en relaci6én con el valor de 1la

afectacién ganglionar (p=0.02).
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Supervivencia
Metastasis
1,2— IR e A
1'1__1 :
0,8 i__l—L
os| - ? | é " >
o
0.2 ; ! |
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L] 1 2 3 4 E [}
Milea de dias
* M0 * M1

Fig. 25 . Grafica correspondiente a la supervivencia
global en relacién con el valor de la

M (metastasis) (p=0.007).

197 M. Sisteré



Citometria de Flujo

Supervivencia
Receptores Estrogénicos
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Fig. 26. Gréafica correspondiente a la supervivencia
global en relacién con el valor de los

Receptores Estrogénicos (p=0.26).

198 M. Sisteré



Cincer de mama

Supervivencia
Receptores Progestagenos
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Fig. 27. Grafica correspondiente a la supervivencia
global en relacién con el valor de los

Receptores Progestagenos (p=0.94).
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Supervivencia
Numero de Ganglios Invadidos

12— — - - e

f - . .

ol . Boabbs  10dhos |
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Miles de dias

* DaOa2 * Mas de 2

28. Grafica correspondiente a la supervivencia
global en relacién con el nimero de ganglios
invadidos (N Histolégico) de cada individuo

del estudio (p=0.001).
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Supervivencia
Ploidia
12— — : _—!
; i : |
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1] 1 2 3 4 B 8

Milea de dias

*  Aneuploide * Diploide

Fig. 29. Grafica correspondiente a la supervivencia
a los 5 afos en relacién con el valor de la

ploidia (p=0.05).
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Supervivencia
Menopausia

| 10 afiog

3 4
Milea de dias

* Premencipausia *  Menopausia

Fig.

30. Grafica correspondiente a la supervivencia

global en relacién a la menopausia (p

0.76).
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SUPERVIVENCIA

RECIDIVAS
i
08 L-L—Ir-
. S :
o8| i W B

i
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a L _ i Sahes 10 mfiop
o 1 2 3 4 E B
Miles de dias

*  8IN RECIDIWS * CON RECIDIWAS

Fig. 31 . Grafica correspondiente a la supervivencia
global en relacién a las recidivas

locorregionales (p=0.39).
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iy B B

SUPERVIVENCIA
METASTASIS »
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Fig. 32 . Grafica correspondiente a la supervivencia

global en relacién
diagnosticadas durante

(p=0.01).
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3.- Regresidén Logistica Maltiple

Esta prueba estadistica, valora exclusivamente la
probabilidad de supervivencia "al final" del estudio (en
nuestro caso algo mas de 10 afios). Consideradas inicialmente
ocho variables (T, N, M, aparicién de metastasis en el
seguimiento, nimero de ganglios aislados en cada paciente,
pre-postmenopausia, valor de la ploidia y valor de la fase
S), se van eliminando en la medida de lo posible, en funcidén
de su significacidén estadistica con respecto a la prediccién
de probabilidad de supervivencia final. Con ello se
selecciona el grupo de variables que desde un punto de vista
estadistico, pueden considerarse buenas predictoras de
probabilidad de supervivencia (P(S)). Al final del proceso
se ha conseguido una  probabilidad para  predecir la
supervivencia de un 86.36%, con una sensibilidad de un
92.86% vy una especificidad de wun 75%, permaneciendo en el
estudio las variables T, N, M, metdstasis aparecidas a lo

largo del sequimiento, N histolégico y el valor de Fase S.
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Tabla inicial del estudio multivariable:

Variables B S.E. Significacién

P ~1.1143 0.4903 0.0230
N 2.2367 1.2175 0.0662
M ~2.4526 1.5081 0.1039
Metdstasis* ~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
ploidia ~0.4154 0.8660 0.6315
Constante 7.8312 3.0740 0.0108

* Metéstasis aparecidas durante el seguimiento de la

paciente.

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

Una segunda variable fue eliminada, el estado en relacién
con la menopausia, resultando una probabilidad de
supervivencia de 83.33%, con  una sensibilidad vy
especificidad respectivamente de 90.48% y 70.83%.

Aplicando 1la férmula mencionada en el apartado de
material y método, buscaremos la probabilidad de

supervivencia correspondiente a cualquier valor que pueda .

adoptar una variable por separado.
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La f6rmula es:

L.os valores de B son: Bg = Constante.

By, By, B3z, ... los diversos valores de las constantes
obtenidos para cada variable en el estudioc de regresidén
logistica.

Los valores de X;, X, X3, ... son las diversas variables
con las que se ha realizado el estudio. Tienen varios
valores estipulados previamente que son:

T=1, 2, 3, 4.

N=20,1 2, 3.

M=0, 1.

Metastasis *

O’ 1l
N° de ganglios = 1, 2, 3. (l=ningquno, 2=1-2, 3= ma&s 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

estadistico es la siguiente:
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Variables B S.E. Significacion
T  -0.9051 0.4373 0.0385
N 2.1421 1.1524 0.0631
M -2.5565 1.4745 0.0830
N Histologic -0.7963 0.4453 0.0738
Metéstasis * -2.5681 1.0045 0.0106
Fase S -1.1409 0.6517 0.0800
Constante 6.5939 2.1179 0.0018

* Metdstasis aparecidas durante el seguimiento de la

paciente.

Aplicando la férmula y ecuacidn anterior a esta tabla de
valores podremos calcular cualquier valor de P(S).

Para nosotros resulta de gran intereés hallar 1la
probabilidad de supervivencia de los éacientes cuando los
ganglios no estén invadidos y cuando no existen metastasis,
a fin de individualizar el tratamiento a impartir a cada
paciente. Por lo cual pensamos que bas&ndonos en la ayuda
de un nuevo factor pronéstico como es el valor de 1la fase S
podremos discernir mejor ese porcentaje de pacientes que
siguen escapéndose a las previsiones actuales.

Seguidamente se dardn unos ejemplos de como se calcula
esa probabilidad de supervivencia al final del estudio en

funcién del valor que adopte la variable "fase S":
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Ejemplo para TINOMO con fase S pequefa ( < 7):
z = 6.5939+(-0.9051x1)+(-0.7963x1)+(-1.1409x1) = 3.7516

P (Superv) = ----= = —-—-—om————— = 0.977

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

Ejemplos:

Probabilidad de supervivencia al final del estudio para

los siguientes estadios de céncer 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

T2NOMO con fase < 7, P (Supervivencia) = 0.945

0

T2NOMO con fase S 7-12, P (Supervivencia) = 0.846

T2NOMO con fase S > 12, P (Supervivencia) = 0.637

T3NOMO con fase

w

< 7, P (Supervivencia) = 0.874

T3INOMO con fase

wn

7-12, P (Supervivencia) = 0.690
T3NOMO con fase S > 12, P (Supervivencia) = 0.415

- T4NOMO con fase S < 7, P (Supervivencia) = 0.738
T4NOMO con fase

1921

7-12, P (Supervivencia) = 0.473
T4NOMO con fase S > 12, P (Supervivencia) = 0.223
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La clasificacién TNM <clésica con sus estadios
correspondientes, se ha mostrado de gran utilidad como medio
de establecer un pronéstico y homogeneizar los resultados,
asi como establecer protocclos terapéuticos en los
diferentes laboratorios y servicios asistenciales. Sin
embargo, aunque las pacientes en Estadio I son consideradas
como de buen pronéstico, aproximadamente el 30% de ellas,41
presentarédn recidivas y morirédn de 1la enfermedad dentro de
los 10 primeros afios que siguen al diagnéstico.

En la reciente Consensus Development Conference on
Adjuvant Chemotheraphy for Breast Cancer se ha concluido,
que aunque la administracién 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 la existencia de un subgrupo de pacientes de
alto riesgo, en las cuales el tratamiento sistémico debera
realizarse.202 |

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

Desde la década de los setenta-ochenta, se han estudiado
varios de estos marcadores, como son: los receptores de
estrégenos y progesterona, los grados nucleares, los grados

histol6gicos y mas recientemente los oncogenes (erb-B-2 neu
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y proteina p-53). A panar do los progroesos obtenidos en la
idontificacién de esntos factores, on neceosario establecor
marcadores mas procisos quo discriminon cual es ol grupo de
pacientos on Estadio I quo tienen una mayor probabilidad do
no respondeor al tratamiento locorregional y por tanto
dosarrollar una recidiva © moténtanis. Estas sorian las
pacientes que precisarian do la adjuvancia torapdutica.

Otra variable  oxtensamento invostigada como  dao
significacién prono6stica, oo la tana do proliforacion dol
tumor, para lo cual so utilizaba inicialmonte ol Indico de
Timidina marcada (TLI). Halléndoso que os ol indicador de
mayor valor prodictivo con respocto a la supervivencia,
sogquido por el ‘tamano tumoral vy afectacion gnngiionar.2°3
Sin embargo eostas técnicas do TLI, proecinan do mucho tiempo
para su realizacitn y eoxaminan sélo 2000 células por caso.
Mas recliontemonte las  téenicans do ostudio dol DRA modiante
Citowmotria de ¥lujo, pormiton  modir la capacidad
proliferativa tumoral (Paso S) do mis do 100.000 cdlulas on
muy pocos minutos, 133 nicndo adomss quo la Citometria do
Flujo ofrece la capacidad de estudiar la ploidia como otro
posible marcador de la agresividad del tumor mamario.

Nuestro objetivo ha sido desarrollar un  matodo de
Citometria de Flujo para la determinaci6én de la capacidad
proliferativa, la ploidfa y 1la cin6tica celular de cada
muestra tumoral, eoxaminando ademis las relacionos de estos

factores con otras varjables pronésticas consideradas méas

clésicamonto.
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A.~ IDENTIFICACTON Y VALORACTON DE LOS FACTORES
PRONOSTICOS

Desde un punto de vista conceptual el anédlisis de los
diferentes factores pronésticos, pretende explicar la
heterogeneidad inherente a las caracteristicas individuales
de los pacientes y al comportamiento de las enfermedades
humanas. Un factor prondstico, es una variable estudiada en
un paciente individual que sola o en combinacién con otros
factores, explique parte de esta heterogeneidad. El objetivo
de todo trabajo que estudie estos factores, es identificar
los mas importantes en el andlisis wunivariable para
trascender posteriormente al estudio multivariable que va a
ser en dltima instancia quien nos determinarid cuales de
ellos tienen un valor predictivo per se.

Hay, desde un punto de vista tedrico, diferentes motivos
por los que se estudian los factores pronésticos.294

Citaremos los siguientes:

1.~ PrediccidOn: Cuando nos interese predecir el

comportamiento de una determinada enfermedad.

2.- Modificacién: En este caso la necesidad surge al
comparar tratamientos o grupos de pacientes de
distintos centros o tipos de estudios, en los que la
identificacién de los factores prondésticos nos
capacita para hacer las modificaciones estadisticas

precisas para establecer comparaciones validas. Esto
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actualmente es muy Gtil en el caso de los estudios

malticéntricos o metaandlisis.

Definicién de grupos de riesgo: En este caso se parte
de la identificacién de las variables prondsticas a
partir de 1las cuales se agrupa a los pacientes en

grupos de caracteristicas similares.

Disefio: Al disefiar 1los protocolos diagndésticos o
terapéuticos o 1los ensayos clinicos, los factores
pronésticos son tGtiles para definir los criterios de
inclusién-exclusidén o} para discriminar a los
pacientes segin grupos de riesgo Yy en consecuencia

hacer que éstos sean comparables.

Seleccién del tratamiento: En este caso estos
factores pronésticos son determinantes para la
eleccién del tratamiento idéneo para cada paciente

entre todas las posibilidades existentes.

Nimero limitado: Los posibles nuevos factores
pronbésticos deber&n ser contrastados individualmente
y establecer su validez antes de sumarse a los ya
tradicionales, puesto que el nimero y complejidad de
las variables pronésticas de un tumor deben ser

reducidas si se pretende obtener una wutilidad

préctica.
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En el presente estudio se ha realizado una definicién de
los grupos de riesgo con la finalidad de obtener un valor
predictivo del comportamiento del tumor. Para ello hemos
desarrollado un método de analisis estadistico conocido con
el nombre de andlisis de univariable, con el objetivo de
identificar aquellas variables pronésticas que estén
intimamente relacionadas con la biologia y comportamiento
tumoral. El objetivo primordial, especialmente cuando hay
un gran nimero de variables, como en este estudio, es
eliminar aquellas menos significativas con 1la finalidad de
hacer més manejables las sometidas al anadlisis de
multivariable.

En esta tesis estudiando el DNA de las células tumorales,
se ha pretendido encontrar una explicacién al comportamiento
de las diversas c¢élulas, con el &nimo de considerar el
material cromosémico como el indicador de la actividad de la
célula; va no el grado de diferenciacidén de ésta,72'74 (que
serian criterios igualmente v&lidos, de aparicién més
tardia), si no que se ha valorado en porcentajes de células
clasificadas como diploides o aneuploides, Yy segin la fase
de sintesis en que se halle el mayor % de células que formen
el tumor, dividiéndose cada caso en fase S pequeiia, mediana
y alta.

El estudio del material cromosémico celular, permite
conocer la cantidad de éste, que es 2n para 1las células
autosémicas, que no estén en mitosis, pero difiere cuando
las células presentan anomalias o exceso de material
nuclear, caracteristicas comunes de los tumores de gran

agresividad. La ventaja de la determinacién de 1la cantidad
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de material cromosomico mediante Citomoetria do Flujo, radica
en la gran rapidez con quo se puedo realizar, facilidad y
namero de células quo contabiliza, slondo la aproximacion
diagnostica mas fiablel30-134 que la simple inspeccion
6ptica o la citomotria ontatica.

Al procesar mediante Citomotrfa de Flujo las células
corraspondicentos a un tumor do mama, to obticno los valoron
do las difecrontos fases del ciclo celular, la fasmc GO-Gl, la
fane S y la fase G2-M (¥ig. 5, 9), oxprosadas on un
histograma. Dcjando de lado las demas fases y valorando sélo
la fase S (do sintesis); por sor la do mayor intorés
prondstico, oncontraromos quo prosonta bastantoes
dificultades on pu intorprotacion. Para avitar falnos
resultados, o que fucran subjetivos, on eosta tesis se ha
realizado la valoraci6on de cada cano siguiondo los
principios de Bnisch,197 a travaéns de un  programa do
intorpretacitn do DNA, donominado *Epicso Cytologic
Soitwaro',lgﬁal igqual quo otros muchos autores, 133,155,192

En una revisién exhaustiva de la literatura relacionando
la ploidia y la fase S con la evolucion de los pacicentes con
cncer de mama, sec obseorva una diversidad do reosultados que
puceden hacer diffcil el establecimieonto de unas conclusiones
de validez universal. Por lo que es preciso comentar alguno
de los factores responsables do osta aparente heterogencidad

en los distintos estudios y que en nuestra opinién son los

siguientes:

1.~ Uno de los mayores problemas que nos encontramos en

la validez de numerosos trabajos, que utilizan la ploidfa y
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la fase S para predecir el riesgo de recidiva o 1la
supervivencia a largo plazo de determinadas pacientes con
respecto a unos valores obtenidos mediante Citometria de
Flujo, es el conocer si se les ha realizado un tratamiento
sistémico o no. La quimioterapia y la hormonoterapia, pueden
alterar los valores de Citometria de Flujo, ya comentado por
otros autores.l®0 En nuestro trabajo se ha buscado si
realmente existia una relacidn entre el tratamiento
suministrado y los valores obtenidos mediante Citometria de
Flujo, al no encontrarse ningin tipo de significacién
estadistica entre 1los tratamientos efectuados a nuestras
pacientes (radioterapia, quimioterapia y hormonoterapia) y
el wvalor obtenido para 1la fase S, creemos que debe
considerarse como una variable independiente con significado

pron6éstico a pesar de haber recibido nuestras pacientes

tratamientos coaciyuvan’ces.160'205

2.- Otra dificultad es la relacionada con la disparidad
en el seguimiento de 1las pacientes de muchos estudios.
En algunos es dificil saber con certeza el tiempo de
seguimiento,125f155 mientras que en otros el seguimiento fue
de 5 afios o menos206-211 y de 5 a 8 afios en otros.168,212 gy
nuestro trabajo se ha relizado un seguimiento de hasta 10
afios. En los resultados publicados por la NSABP B-04, se
demuestra que un seguimiento de 10 afios proporciona una
mejor determinacién de los parémetros citométricos (ploidia
y fase S) en relacidén al pronéstico que los obtenidos por

este mismo grupo pero con periodos de seguimiento més

cortos.
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3.- Debemos considerar  también qﬁe los tejidos
conservados en parafina por largos periodos de tiempo, dan
lugar a histogramas con un mayor coeficiente de variacién
que los obtenidos en tejido fresco.213 asi sucede que con
coeficientes de variacién muy altos (> 8), disminuye la
exactitud en la estimacién del porcentaje de células en
fase S. En este punto nuestra metodologia, ha sido el
desechar del estudio los histogramas formados’ por picos que
tuvieran un coeficiente de variacidén elevado. El coeficiente

de variacién medio, en nuestro trabajo ha sido de 5.8 +/-

2.2.

4.~ La variabilidad de intrumentos tecnolégicos para
realizar los diversos estudios de Citometria de Flujo,
empleada en distintos centros, contribuyen a la
heterogeneidad de resultados. Hay gue tener en cuenta que
muchos autores utilizan los Citémetros Estéticos,zoglzo9
otros, diferentes modeios de citémetros entre ellos, el
modelo Ortho,170:206 &3 podelo Becton Dickinson-FAcs165 Y
también varios modelos de la casa Coulter.l136:214 gn nuestro

caso el citémetro utilizado es el EPICS PROFILE II.
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B.- ANALISIS DE 1.OS FACTORES PRONOSTICOS
CLINICO-PATOLOGICOS CLASICOS

Al estudiar la relacidén entre la sﬁpervivencia y cada una
de las variables clinico-patoldégicas valoradas, mediante la
prueba Xz, no se ha encontrado relacién significativa con
la edadv (p=0.7). El tamaifio tumoral (T), ha demostrado una
significacién estadistica en relacidén con la supervivencia
en todas las pruebas realizadas (en el estudio univariante,
p=0.008, en las tablas de supervivencia, p=0.009, en el
estudio multivariable, p=0.02). La presencia de
metastasis al momento del diagnéstico (M), también ha
mostrado una relacién significativa en el anilisis
univariante (p=0.0001), en 1las tablas de supervivencia
(p=0.007) y se ha incluido en el estudio de regresién
logistica miltiple. La afectacién ganglionar N (valoracién
clinica), no demostré tener significacién en el estudio
univariante (p=0.12), pero si la tuvo en las tablas de
Kaplan y Meier (p=0.02) y se mantuvo dentro de las seis
variables m&s importantes del estudio multivariante.

La valoracién de los receptores hormonales (R.E. y R.P.),
no mostré relacidén significativa, ni en las pruebas de x2
(p=0.37 y p=0.76), ni en las tablas de supervivencia (p=0.26
Yy p=0.94), en contra de lo habitualmente afirmado por muchos
autores,215'216'217 pero en concordancia con otros.l163

El nimero de ganglios invadidos (N histolégico)
comprobados histol6gicamente al extirparse el tumor, tuvo
significacién estadistica en el método univariante (p=0.01),

en las tablas de supervivencia (p=0.001) vy fue una de las
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seis variables incluidas en el estudio multivariable.

La aparicién de metastasis en el seguimiento ha tenido
una fuerte significacién tanto en el método univariante
(p=0.0001), como en las tablas de supervivencia (p=0.01) y
en la regresién logistica maltiple (p=0.007).

En cuanto al tipo histolégico, no se observé una
relacién significativa (p=0.38), pues la gran mayoria
(89.6%) fueron clasificados como Carcinoma Ductal
Infiltrante.

El tratamiento administrado a las pacientes después de la
intervencién, no tuvo ninguna relacién significativa con la
supervivencia en el 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 evidencié significaciédn pronéstica en
el estudio univariante (p=80), tampoco en las tablas de
supervivencia (p=0.76) y pese a introducirse en el estudio
multivariante fue rechazada por el método de regresién
logistica miltiple, sin llegar a quedar dentro de las seis
de mayor valor pronéstico..

El estudio wunivariante de las variables, antecedentes
pexrsonales de patologia mamaria y nimero de embarazos de las
pacientes de nuestro estudio, no evidencié significacién

estadistica (p=0.30 y p=0.37 respectivamente).
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C.- ANALISIS DEL CONTENIDO DE DNA MEDIANTE LA CITOMETRIA
DE_FLUJQO. ARALISIS DE LA PLOIDY

La medida del contenido de DNA mediante Citometria de
Flujo puede proporcionar informacién wvaliosa sobre el
comportamiento biol6égico de las células neoplésicas, tal
como han confirmado numerosos autores.171,172,218 g
recientemente un nimero considerable de autores demuestran
una relacién entre el contenido anormal de DNA y un
comportamiento tumoral mis agresivo.132’138'172'219

En general, puede decirse que aproximadamente el 50% de
los carcinomas de mama tienen una poblacién celular
aneuploide. Sin embargo, algunos estudios han mostrado
proporciones muy divergentes en estos tumores hallando hasta
un 92 y 72% respectivamente de  cénceres de mama
aneuploides.22°'221 En nuestro estudio han sido diploides el
67.3 y aneuploides el 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 el anélisis de la ploidia, han sido los
propuestos por la Convention on Nomenclature for DRA
Cytometry123 Y actualizados por Joensuu y Kallioniemi,

aceptados internacionalmente.l178,198.199 gon 10g siguientes:
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1.~ Los histogramas con un plco G0-Gl aimétrico fueron
clasificados como TIPO DIPLOIDE.

2.~ Si no ovidoncié mids do un pico GO0-Gl, el histograma
no clasificé como TIPO AHEUPLOIDE.

3.~ Cuando un tusor prosaontaba un pico G0-Gl con un 1.D.

dintinto do 1 tasmbién ara consnidorado ANRUPLOIDE,

Otro posible origon da la dinparidad on la clasificacidén
do la ploidia so debo a la oxistoncia do falsos plcos
anouploidos, producidos por proparacion doficienta do lan
muostras y errores on  la intorprotacidén, a causa do la
oxistoncia de dotritus tisularos producidons en ol momonto
del corto de los bloques do parafina, y por otros tipos do
destruccidén nuclear, originada durante ol procoso do
digeatién do las mombrananm, que ne reoaliza on todas las
muostras y quo se comportan como contaminantes no tumoralos.

Se han considorado otras causan do distorsién do los
rosultados tales como: autolisis, nocrosis, {nflamacién o
homorragia on el tejido proviamonto a la inclusiétn on
parafina. Para eliminar ostas falsas scoialos dol histograma
de DHA en nuestro estudio, se ha ompleado ol método do
correccién-interprotacién EPICS CYTOLOGY SOFTWARE (Vorsion
2.1).196

£s isportante, para obtoner una homogonoizacién do los
criterios de interpreotacién de los histogramas do DNA,

considerar cinco variables que se presentan con rolativa
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frecuencia, en las que definimos nuestro criterio para la
correcta caracterizacién del histograma y de acuerdo con el

método mas internacionalmente aceptado:126"198

1.- Clasificacién de picos G0-Gl asimétricos: La mayoria
de los investigadores consideran la evidencia de DNA
aneuploide cuando dos picos pueden ser identificados en la
regién G0-Gl o si se localiza un pico bifésico en la regién

G2-M.

2.- Otro problema importante es 1la clasificacién de
pequeiios picos anormales. En algunos casos el analisis de
otras regiones del tumor pueden solucionar el problema. El
tamafio del pico puede ser interpretado como anormal . si es
dificil de definir, dependiendo de varios factores como
detritus nucleares presentes, 1indice de DNA y el wuso de

"light scatter", asi como otros parémetros adicionales.
P

3.- El tercer problema que puede presentarse,  es la
definicién de una poblacién celular tetraploide. Para ello
han sido publicadas en la literatura varias definiciones: Un
pico G2-M mayor de 5%, del 10%,222,223 ge1 15%224,225 5 ge1
20%,208"226 todos ellos clasificados como tetraploides. Sin
embargo, la validez universal de tales definiciones puede
ser cuestionada. Nosotros pensamos que la fraccién G2-M
depende de la actividad proliferativa del tumor y del tiempo

que las células invierten en 1las fases G2 y M del ciclo

celular.
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Una de las principales causas de aparicidén de un pico
tetraploide es debido a la contabilizacién de dobletes como
un s6lo nicleo, problema que puede resolverse mediante la

funcién "gating" del Citémetro.

4.~ Porcentaje de cé&lulas tumorales con contenido de DNA
mayor de 5c: |

El contenido de DNA en los tejidos proliferativos
normales varia entre 2c y 4c. Antes de la mitosis los
nicleos contienen el doble de su contenido de DNA, el
cariotipo de tales células normales consiste en 46
cromosomas dobles, 1lo cual significa un contenido de DNA
tetraploide (4c). A pesar de que el contenido de DNA de
dichas células es todavia euploide. Otro fenbémeno observado
en las células normales igual que en tejido neoplésico es la
presentacién de células poliploides. La poliploidia
significa la apariencia de los nacleos, con un contenido de
DNA gque representa un nGmero global, por‘ ejemplo un
incremento geométrico del valor diploide del DNA. La
poliploidia representa pues un valor bioldégico Dbéasico y
normal observado tanto en el reino vegetal como animal.
Células poliploides han sido halladas en varios &rganos
humanos incluyendo la glandula mamaria. Por tanto valores de
DNA por encima de 2.5c pueden representar tanto células
euploides proliferantes, como células poliploides e incluso
células aneuploides. El porcentaje de células tumorales por
encima del limite 5c¢, son consideradas como una medida de
DNA aneuploide. En este estudio los tumores tetraploides se

han incluido en el grupo de los aneuploides.
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5.- Indice de DNA o valor modal:

El 1Indice de DNA se define como la relacién entre el
valor modal del DNA de 1las células tumorales con el valor
medio de DNA de las células control (2c). EL calculo del
Indice de DNA, a pesar de la variabilidad en el contenido
nuclear de DNA, puede ser considerado como un célculo
solamente aproximado para distinguir entre tumores

euploides—-tetraploides y tumores aneuploides.

Clasificacién de los histogramas de DNA segiin Auer227

a.- Histograma tipo I: Se caracteriza por un valor modal
de DNA igual a 1, en la regién diploide o
casi-diploide de las células normales.

b.- Histograma tipo II: Es el que tiene un pico en la
regién tetraploide de 1las células normales o dos
picos bien definidos en las regiones 2c¢c y 4c.

c.- Histograma tipo III: Generalmente muestra dos picos,
difiere del tipo II en que el histograma muestra un
namero (> 5%) de células con una cantidad de DNA
similar a la de las células normales durante la
sintesis de DNA.

d.- Histograma tipo IV: Es claramente aneuploide con un
incremento y dispersién de 1los valores de DNA

excediendo la regién normal 4c.
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En todo caso, debemos considerar que, la via 6ptima para
clasificar los histogramas de DNA, no estd plenamente
establecida y por lo tanto, se precisa estudios mas extensos
sobre la correlacién clinico-patolégica y la ploidia del
DNA, definidos segﬁn varios criterios en los diferentes
tipos de neoplasias humanas hasta alcanzar un consenso

general.

Finalmente hemos de considerar para la correcta
interpretaci6én del histograma de DNA, la posible existencia
de una heterogeneidad en el contenido de DNA de diferentes
partes de los tumores primarios de mama a diferencia de los
tumores secundarios (metéstasis ganglionares), donde esta
heterogeneidad parece  mucho menor, 151,228,229,230 ggrog
hallazgos pueden ser de relevancia y deben ser tenidos en
cuenta en la discusién sobre el valor pronéstico de la
ploidia del DNA en el céncer de mama.

La preéencia de diferentes lineas celulares en un tumor
no esté relacionada con el &rea de donde procede 1la muestra
y no significa que sea igual a 1la existencia de
heterogeneidad histopatolégica;151 ademas la circunstancia
de que los métodos de obtencién y preparacién de las
muestras y de interpretacién de la ploidia del DNA, tal como
hemos dicho son variables y pueden explicar algunas de estas
diferencias de resultados. Los estudios que usan biopsias

pequenas miltiples presentan unas variaciones en la

frecuencia de diversas lineas celulares con respecto al

estudio de la ploidia oscilando entre el 10-23%.231 gin
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embargo, ninguno de los estudios realizados ha confirmado la
naturaleza epitelial neopldsica de las células diploides,
siendo posible incluso que se trate de contaminates no
tumorales. El método més facil para dembstrar que estas
células diploides son neoplasicas es tomar miltiples
biopsias y comprobar la existencia de poblaciones celulares
diploides y aneuploides monoclonales en las distintas
muestras del tumor. Es por tanto preciso, como ya hemos
comentado en el método, una confirmacién patolégica estandar
para asegurar que las biopsias contienen tejido neopléasico
y asi lo hemos realizado con todas las muestras de nuestro
estudio. Siguiendo esta linea metodolégica, s6lo en el caso
de que se halle células diploides en una biopsia y en la
otra existan células aneuploides se podra& concluir que hay
miltiples lineas celulares y por tanto una heterogeneidad
tumoral.

Debemos considerar no obstante, que estudios més
recientes publicados en 1992,23l sugieren gque la causa
radica posiblemente en la variabilidad de interpretacién de
los histogramas de DNA vy en las dificultades inherentes de
la estimacidén de la fase S mAs que a la real existencia de
una heterogeneidad tumoral en el contenido de DNA.

| Estd plenamente confirmado en 1la bibliografia que los
carcinomas mamarios con elevada malignidad (grado
histolégico III) y/o los tumores de gran tamafio (> 2 cm.)

son predominantemente aneuploides.133'155'170'232 Esto puede

ser una de las razones, como ya demostré Auer vy

c:olabcn:adores,,126?227 por las que los tumores aneuploides

tienen peor prondéstico que los tumores diploides. En esa
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misma linea conceptual puede decirse que los tumores
pequefios (< 2 <cm.) son predominantemente diploides. Esto
puede ser un reflejb de la seleccién clonal que tiene lugar
constantemente en las neoplasias. Estos estudios igualmente
sugieren gque los carcinomas de mama se inicien como
neoplasias diploides‘y después se transforman gradualmente
en aneuploides durante su crecimiento.l70 1a 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.?233

Sin embargo, como vya hemos comentado anteriormente,
existen algunas disparidades en la definicién Yy
clasificacién de los histogramas que hacen que el
significado pronéstico de las determinaciones del DNA pueda
ser cuestionado. En un extenso trabajo de Fallenius sobre
409 casos de céancer de mama,126 los resultados demuestran
una estrecha relacidén entre el contenido nuclear de DNA y el
pronéstico, independientemente .del porcentaje de células
por encima de 2.5¢c 6 5¢, del I.D. o de la clasificacién de
Auer. Un aspecto interesante a tener en cuenta en el
trabajo de este autor es la implicacién genética y biolégica

de los valores bimodales del 1I.D., ya sugerido por

experiencias anteriores.139,208,234,235 Estos autores

sugieren que los tumores diploides y aneuploides reflejan
diferencias en cuanto al grado de estabilidad del genoma.
En este sentido se piensa, que los tﬁmores aneuploides al
contrario que los tumores diploides, pueden estar

caracterizados por una elevada inestabilidad del genoma, lo
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cual podria 1llevar a una répida generacién de nuevos
fenotipos que podria constituir una premisa para la
?rogresién de la enfermedad neoplésica. Obviamente existen
hipétesis alternativas que incluyen incrementos de 1la
mutabilidad,{ alta frecuencia de fenémenos de
recombinacién, amplificacién de genes y otras combinaciones
del DNA que deben ser consideradas.236/237 Egstudios mas
recientes como el de Lépez-Ginés (1991),149 muestran en un
andlisis multivariable, que la ploidia del tumor proporciona
una informacién independiente sobre el periodo libre de
enfermedad y la supervivencia global y por lo tanto, ser de
utilidad en discriminar con més exactitud los pacientes con
cancer de mama Yy ndédulos ganglionares negativos. En esa
misma linea, estd8 también el trabajo reciente de Noguchi
(1991).174

En nuestro estudio, realizado a través del anélisis
univariable, la variable ploidia correspondiente al tumor
primario y las demés variables clinico-patolégicas
estudiadas (edad (p=0.22), antecedentes familiares de céncer
de mama (p=21) y personales de patologia mamaria (p=0.69),
nimero 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 histolégicamente (p=69), situacidén hormonal de las
pacientes (p=61), aparicién de metédstasis en el seguimiento

(p=0.44), hormonoterapia (p=0.37) 7y radioterapia (p=0.88))

no demostraron relacién significativa, por lo que creemos

debe considerarse como un factor pronéstico
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
afios de nuestras pacientes, han demostrado una relacién
significativa de 1la ploidia (p=0.5), segin la cual los
tumores diploides evidencian menor agresividad que los
aneuploides (68% versus 47% respectivamente). Estos
resultados concuerdan con la mayoria dé los aportados en la
bibliografia por autores como Ellis,166 Clark,163 Trope ,164
Kallioniemil68 Y otros.126,167

Un aspecto que nos interesa resaltar, es la relacidn
estadisticamente significativa que encontramos entre la
ploidia del tumor primario vy la ploidia estudiada en los
ganglios linfaticos axilares histolégicamente invadidos
(p<0.0005). Esto pénsamos, es una aportaci6én original de
nuestro estudio y que confirma las hip6tesis tef6ricas que
sugieren la existencia de un mismo clon celular que desde
el tumor primario va invadiendo los diferentes tejidos y
estructuras, de las cuales hay algunas - referencias
bibliogréficas,126'139'208'234r235 pero sin una demostracién
clinica con suficiente naimero de casos como nosotros
aportamos (56).

En el estudio multivariable, considerando a la ploidia
junto a las demas variables se llegd 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 significacién en los
seguimientos a largo plazo (a partir de 100 meses), lo que
coincide con otros autores como Dowle.Z238

La relacién entre el estatus de los Receptores Tumorales

de Estr6genos y la ploidia del DNA ha sido establecida por
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varios autores.220,232,239 gip embargo, esta asociacidén es
débil y no ha podido ser confirmada en nuestro estudio
(p=0.56), coincidiendo en este sentido con los resultados de
Thorud.170 Por otra parte, si hemos hallado en nuestras
pacientes una relacién estadisticamente significativa
(p=0.004) con el estatus de los Receptores de Progesterona
Negativos vy la aneuploidia. Asi mismo, hemos observado una
relacién significativa entre la ploidia vy el tratamiento
con quimioterapia coadyuvante (p=0.05).

No se ha observado relacién significativa al relacionar
mediante el analisis univariante, la variable ploidia del
tumor primario y las siguientes variables, fase S de los
ganglios axilares invadidos (p=0.07), fase S y ploidia de
las metastasis valoradas mediante Citometria de Flujo
(p=0.22, p=0.13), fase S y ploidia de 1las recidivas
locorregionales de partes blandas (p=0.91, p=0.80) y fase S
de los ganglios que acompafiaban a las anteriores recidivas

(p=0.38), fenbémeno que atribuimos al tamafio de las muestras

relacionadas.
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D.—- ANALISIS DE LA FASE DE STINTESIS CELULAR NEOPLASICA O

INDICE PROLIFERATIVO

La fase de sintesis celular (Fase S), es la fase del
ciclo celular situada entre la fase G0-Gl y la fase G2-M.
Representa el momento en gque la c¢élula se prepara para
afrontar una divisién. Tanto en células normales como en
células neoplasicas, el valor de la fase S es variable
dependiendo del tipo de tejido u dérgano estudiado ( tabla
1).

La proporcién de células que se hallan sintetizando DNA,
también conocida como fase §, ha sido calculada en nuestro

estudio mediante el programa de interpretacién de DNA, EPICS
CYTOLOGIC SOFTWARE (Versidn 4.0),196 basado en el método de
Baisch et al.l197 Esquemé&ticamente esto  supone dibujar un
rectéangulo entre los canales en que se halla el pico Gl y
G2. La altura del rectangulo se determina mirando el nimero
de células en una regién central de 10 canales de la fase S
y usando ésta para calcular el nimero medio de células por
canal. Una vez obtenido ésto, en el caso de tumores

diploides se aplica la siguiente fé6rmula:

nimexro de eventos/10 X niimero del canal del pico diploide
100

~En el caso de tumores aneuploides, el porcentaje de

células aneuploides en fase S se obtiene de forma parecida,
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siendo la altura del rectadngulo calculada usando una parte
del histograma no sobrepuesta por la distribucién del DNA

diploide. La férmula es la siguiente:

nirvero de eventos/10 X nimero del canal del pico aneuploide

$ de células aneuploides

Cuando un tumor es aneuploide se encuentran problemas

importantes en el cadlculo de la fase S:

a.~ Si el Indice de DNA es de 1.3, no se puede calcular

la fase S por sobrepbnerse la zona diploide y aneuploide del

mismo tumor.

b.~ Cuando el Indice de DNA se situa entre 1.3 y 1.4,

serd posible lograr el célculo de un gran porcentaje de

casos.

c.- Cuando en un histograma aparecen dos picos
aneuploides, con una pequefia separacién entre los dos (n=3),
si se emplea la técnica de Braylan et al.240 ge podréa

obtener el valor de la fase S.

d.- En el caso de encontrarnos con tumores aneuploides
que presenten dos picos bastante separados (n=5), no puede
utilizarse el método de Braylan et al. cuando se estéa
trabajando con tumores conservados en parafina, debido al

inconveniente que plantean los detritus.?4l pero puede
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medirse la fase S de las células aneuploides mediante el
método del recténgulo de Baisch et al.197 Este ha sido el
procedimiento utilizado en nuestro modelo de estudio
coincidiendo con 1la metodologia empleada por otros autores
como Camplejohm et al.183

Algunos autores (Poot M.),242 apuntan que la Citometria
de Flujo presenta una limitacién en el sentido de no poder
distinguir las células que realizan miltiples divisiones en
un determinado periodo de tiempo 7y otras gque no realizan
mds de una divisién. Para solucionar este problema vy
delimitar mejor las distintas fases del ciclo celular
incluyendo a la fase S, propone un técnica basada en la
tincién continua de Bromodeoxyuridina, colorante que
permitiria distinguir a las cromadtides que intervinieran en
sucesivos ciclos celulares y la duracidén de cada una de las
fases.

De nuestros resultados se deduce que, aunque los
valores de la fase S est&n ampliamente distribuidos, son mas
bajos en los tumores diploides que cuando se compara con los
tumores aneuploides (p=0.05).

En nuestro estudio, la media de células dque se
encontraron en fase de sintesis, fue del 11% para los
tumores diploides y del 13% para los tumores aneuploides.

Esta tendencia es una constante establecida con carécter
de significacién estadistica en la bibliografia.133,243
Hemos tenido en cuenta que 1los efectos de dilucién de las
células normales como los linfocitos, pueden causar en un
tumor diploide una subestimacién de la fase S. En este

sentido nuestros resultados son bastante similares a los
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publicados pox Mc.Divitt243 Y Dressler.133

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 la
exactitud biolégica de la estimacién de la fase S de los
tumores diploides. Sin embargo, también es obvio que tenemos
dos diferentes poblaciones celulares de tumores, diploides y
aneuploides.

Para la obtencién de informacién pronéstica a partir del
estudio de la fase S, clasicamente se usaba el valor medio
de la misma como f{nico punto de referencia. Sin embargo,
después de los trabajos de Sigurdssonl80 vaallioniemi,l36
hemos dividido a la fase S en tres subgrupos:

1.- Un grupo con un valor de fase S pequefio (< 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 divisién ha = demostrado un mayor
rendimiento en el valor prondéstico ajusténdose a una
metodologia m&s rigurosa.

En nuestra experiencia, hemos obtenido un 14% de las
pacientes con un valor de la 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 la bibliografia, habiendo podido comprobar que un valor
de fase S bajo (< 7%), estd relacionado con un prondéstico
muy favorable, mientras que un valor de fase S elevado (>

12%) estd relacionado con el peor pronéstico.
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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 afios del 79% y a los 10 afios del 61%,
mientras que los tumores con fase S > 12, la supervivencia a
los 5 afios es del 45% v a los 10 afios del 23%, con una gran
significacién estadistica (p=0.03). Lo mismo ha sucedido al
utilizar el método univariable (p=0.005) y el multivariable
(p=0.04), guedando mostrada la validez de la determinacidn
de la fase S como un factor pronéstico de gran interés.

Al igual que ha ocurrido en la ploidia se ha encontrado
una significacién estadistica 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 aportacién innovadora de nuestro
estudio al confirmar practicamente (56 casos) la hipé6tesis
existente sobre la idea de un mismo clon celular como el
responsable de la invasién de 1los ganglios a partir del
tumor primario. En esta misma linea, hemos observado en
nuestra casuistica, que la fase S del tumor primario y los
valores de fase S y ploidia de las metastasis (p=0.35,
p=0.63), recidivas locorregionales (p=0.64, p=0.21) ¥y
ganglios correspondientes, mostraron resultados similares,
si bien no llegaron al nivel de’ significacién estadistica
atribuible probablemente al tamafio de la muestra.,

- Al relacionar las distintas variables clinico~patolégicas
clasicas estudiadas, con los valores de la fase S del tumor
primario mediante el método univariante, se ha demostrado la
existencia de significacién estadistica entre la fase § Y M

(metastasis al momento del diagndstico, segiin criterio TNM)
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(p=0.02). También, la relacidén significativa se ha
establecido con la 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 pequeiia. Idea que
estaria a favor de considerar mds agresivos a estos tumores,
coincidiendo con miltiples autores.133'134'178"189__El
hecho de que con el resto de variables (edad (p=0.61),
antecedentes personales mamarios (p=0.08) vy familiares de
cdncer 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), nimero
de ganglios histol6gicamente invadidos (p=0.67), menopausia
(p=0.07), metistasis aparecidas durante el seguimiento
(p=0.18), hormonoterapia (p=0.83), radioterapia (p=0.14)y
quimioterapia (p=0.57)) no se encuentre relacién
significativa, estd a favor de considerar a la fase S del
tumor primario como una  variable independiente de
significacioén pronéstica.133r177

Por otra parte parece existir una relacién entre el grado
nuclear y una fase S alta o baja. Los tumores diploides,
tienen mas frecuentemente que los tumores aneuploides mejor
grado nuclear (72% versus 55, p < 0.001). De la 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;602).160

No se demostrd tampoco en nuestro estudio una diferencia
significativa entre el tamafio tumoral y las distribuciones
altas o bajas de la fase S, en lo cual coincidimos también

con los resultados de la NSABP B-04, de Fisherl60 y otros
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autores.153 Esto nos induce a pensar que independientemente
del tamafio que puede alcanzar un cancer de mama existe una
capacidad de proliferacién intrinseca al tumor, la cual
determina el potencial de invasi6én y metastatizacidn.
Nuestros hallazgos en el andlisis multivariable indican
que la fase S tiene un valor significativo en relacién a la
supervivencia al final del estudio (5000 dias; > 10 afios)
(p=0.03), coincidiendo también en esta ocasién con el
riguroso estudio de Fisher.100 Esto estd en desacuerdo con
los hallazgos de otros autores,210r211'212r244 los cuales no
consideran a la fase S como . un factor prondéstico
independiente, si bien hemos de considerar que esos
resultados fueron obtenidos después de un seguimiento de 5
afios, comparado con nuestro periodo de observacidén que fue

muy superior (m&s de 10 anos) al igual que el trabajo de

Fisher.

Abundando en los resultados del estudio multivariante de
Regresi6n Logistica Maltiple, el wvalor de 1la fase 8§,
demostrd ser una de las seis mejores variables de
informacién pronéstica (p=0.04), coincidiendo con numerosocs
autores . 132,136,177,179,180

No hemos encontrado significacién estadistica en relacién
con la fase S y el estatus ganglionar clinico (N) (p=0.83),
lo cual ademas de coincidir con la
bibliografia,160'243'245'246 no sorprende, pues es bien
conocido el hecho de que la valoracién clinica del estatus
ganglionar es muy inexacta (30-40% de falsos negativos y
similar proporcién de falsos positivos) y en consecuencia

impide una adecuada determinacién de la relacién entre el
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estado de los ganglios y la ploidia y fase S. Por otra parte
si consideramos el estatus ganglionar desde el punto de
vista histolégico, tampoco encontramos una relacién
estadistica significativa (p=0.67). Esto nos induce a pensar
en la apertura de una nueva linea de valoracién pronéstica y
terapéutica, como seria la de identificar subgrupos de
riesgo dentro de los T1-2NOMO con una actividad
proliferativa alta (fase S elevada), .como parametro
discriminatorio de valor independiente.

Hemos observado una relacidén inversa entre los receptores
tumorales de estr6genos y progesterona y la fase S (p=0.65 y
p=0.60 respectivamente), en valores similares a los
referidos en la bibliografia.133'139'245'247

Finalmente, hemos de enfatizar la importancia de los
resultados de nuestro estudio multivariable de Regresidn
Logistica Miltiple. Basé&ndonos en el estudio multivariable,
podemos calcular la probabilidad de supervivencia de un
individuo, con respecto al valor que adopte cada una de las
variables. Asi, hemos obtenido 1los valores de la fase S
seglin la divisidén ya establecida anteriormente (fase S < 7,
fase S entre 7 y 12, fase S > 12), que han mostrado una
relacidén estadisticamente significativa (p=0.04) en relacién
con la supervivéncia.

Esto tiene a nuestro juicio, una gran trascendencia
clinica, pues nos permite una mejor discriminacién de las
pacientes en estadio TINOMO, atendiendo al valor obtenido de

la fase S.

En este sentido, hemos comprobado que las pacientes con

una fase § < 7, presentan una supervivencia al final del
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estudio (10 afios) del 97.7%, mnientras que las que en el
mismo estadio (T1NOMO) tienen una fase S > 12, 1la
probabilidad de supervivencia es del 81.3%. Estos valores de
supervivencia; obtenidos mediante el método multivariable
con una clara significacién estadistica (p=0.04), nos
proporcionan una base argumental suficiente para pensar que
la estimacién de 1la fase S en este grupo (T1NOMO)
considerado clasicamente de buen pronéstico, es de gran
utilidad para identificar un subgrupo de pacientes de alto
riesgo en el Estadio I. Ello nos capacita para considerar
que se ha cumplido uno de los objetivos propuestos al inicio
de este trabajo de investigacién, como fue el de estudiar un
nuevo factor pronéstico que nos permite una mejor
discriminacién desde el punto de vista de 1la biologia
tumoral y en consecuencia, apoyandonos en el valor de la
fase S, se podria llegar a conocer mejor el 30% de pacientes
con cancer de mama clasificadas <como  TINOMO (y en
consecuencia de buen pronéstico segin los paréametros
clasicos), que estadisticamente mueren antes de los 10 aifios
siqguientes al tratamiento quirirgico. Por 1lo tanto, este
seria el subgrupo de pacientes que se beneficiarian de un
tratamiento sistémico (Q.T., H.T.).

Siguiendo la misma linea de pensamiento, se podran evitar
tratamientos excesivamente agresivos en aquellas pacientes
que, utilizando éstos criterios citométricos, no presenten
riesgo de recidiva tan evidente.

Continuando con el andlisis multivariable, hemos
comprobado que los tumores clasificados clasicamente como

T3NOMO, pero con valor de fase S < 7, tienen wuna
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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%).

Asi mismo, también es destacable en este estudio que los
tumores en estadio T4NOMO, con fase § < 7, tienen una
probabilidad de supervivencia del 73.8%, mientras que los
mismos tumores (T4NOMO0) pero con una fase S > 12, la
probabilidad de supervivencia es significativamente menor,
llegando sélo a un 22.3% (p=0.04).

Estos resultados confirman con claridad nuestra hipdtesis
de trabajo inicial, en el sentido de que el céancer de mama,
posee una cinética celular tumoral caracteristica que nos
explica esta aparente diversidad en el comportamiento entre
tumores clasificados clasicamente (morfolbSgicamente) en un
mismo estadio y que de forma parad6jica, muestran una
evolucién y supervivencia muy diferentes.

Todo ello nos conduce a juzgar al céncer de mama, como
una entidad biolégica, con una dindmica intrinseca, lo que
tiene una repercusién prondéstica y terapéutica, Yy en
consecuencia debe impulsarnos por lineas de investigacién
que tomen en consideracién este dato y valoren otros

factores pronésticos diferentes de 1los tradicionalmente

considerados.
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CONCILUSIONES
Los parémetros clinico-patolégicos cléasicos,
definidos segin el sistema TNM, poseen una

significacién prondéstica de gran interés préactico.
Corroborado una vez mas por el estudio de nuestra

casuistica.

Los antecedentes familiares de cancer de mama, los
antecedentes personales mamarios y los antecedentes
ginecolégico-obstétricos de nuestras pacientes con

cdncer de mama, no son factores de importancia

prondstica.

La Citometria de flujo, permite determinar la

capacidad proliferativa, 1la ploidia y la cinética

celular de los canceres de mama.

No se ha hallado ningin tipo de significacién
estadistica entre los tratamientos sistémicos
efectuados a nuestras pacientes (RT, QT, HT) y el

valor obtenido para la Fase S.

El empleo de métodos histolégicos para la
preseleccidén del &rea tumoral, es imprescindible para
la rigurosidad del estudio de 1la ploidia y fase S.

Debiéndose cuestionar el valor de dichos analisis en

los estudios en 1los que no se ha realizado esta
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metodologia.

Se ha podido constatar del estudio de los histogramas
de DNA, que existe una heterogeneidad en el contenido
de DNA en los tumores primarios, a diferencia de las

metdstasis (ganglionares y a distancia o sistémicas).

Los carcinomas mamarios con contenido de DNA
aneuploide, tienen peor pronéstico que los diploides,
mostrando una menor supervivencia a los 5 ahos, con

significacién estadistica.

La determinacién del valor de la ploidia en el cancer
de mama, es considerada como una variable

independiente de significacidén pronéstica.

Existe una gran significacién estadistica entre la
ploidia del tumor primario y la de las metéstasis
(ganglionares y a distancia) procedentes de este
tumor, 1lo que induce a pensar gque un mnmismo clon
celular es el que desde el tumor primario va

invadiendo los diferentes tejidos y estructuras.

Hemos comprobado una relacién estadisticamente
significativa entre la ploidia del DNA y los
Receptores de Progesterona, 1lo que no ha podido ser

demostrado en relacién a los Receptores Tumorales de

Estrégenos.
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En relacibén a la Fase S, hemos verificado que, aunque
los valores de Fase S est&n ampliamente distribuidos,
muestran unos valores mis bajos en el caso de tumores

diploides que cuando se compara con los tumores

aneuploides.

Los carcinomas mamarios con valor de Fase S elevada
(> 12), se relacionan con peor prondstico, mientras
que, los carcinomas con fase S baja (< 7), muestran

un pronéstico més favorable,

Al igual que lo observado con 1la ploidia, hemos
encontrado una gran significaci6n estadistica entre
los valores de la Fase S de los tumores primarios y
los valores de Fase S de los ganglios axilares
invadidos. Por ello creemos que esto constituye una
aportacién original de nuestro estudio al confirmar
en la practica clinica, la hipbétesis de la existencia
de un mismo clon celular como responsable de la

invasién de las estructuras tisulares a partir del

tumor primario.

La Fase S también se ha mostrado como una variable

independiente de interés prondéstico en el céancer de

mama .

Apoyéndonos en el estudio multivariable de Regresién

Logistica Mdltiple, pensamos que los valores de Fase
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S pueden ser Gtiles para una mejor discriminacién de
los carcinomas mamarios en estadio T1NOMO,
permitiéndonos establecer un subgrupo de pacientes de
alto riesgo en el Estadio I, en las cuales estaria
indicado el empleo de  terapéutica sistémica
coadyuvante; con lo cual mejoraria la supervivencia
de estas pacientes, que segin los parametros hasta
ahora considerados (TNM), no reciben tratamiento
coadyuvante. Ello pensamos constituye una respuesta
claramente positiva a los objetivos planteados en

nuestra hipdtesis de trabajo.
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