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INTRODUCCION.

11 CANCER DE MAMA, GENERALIDADES,

la actualidad, el tu-

cidenria en el sexo femenino
~~.Jsa de nuerte por enfasrmedad
cancer de pulmén, en la mujer (6).
Cancer Soclety, parece pro-

once mujeres pueda desarrnllar

nico a.lo largo de su vida ¢5,6).

que el 46% de las muje-

de elementos causa-




importancia médica

intas modalidades de
los esfuerzos reali-

la enfermedad. Esta

{(leucemias, iinfomas, tumores testicu-

) en las que se han conseguido avances tera-
cativos, junto con un leve y sostenido
incidencia anual de nuevcos casos: -55

100.000 mujeres / afio en el cuatrienio

1.944, frente a 72 nuevos casos / 100. 000

y 1.969, (63)- mantienen, en
irculns médicos una viva inquietud y un es-

fuerzo constante en busca de las causas y las solucio-

nes de tan grave enfermedad.

Hoy la doctrina terapéutica generalizada hace
combinacién racional de medidas locales (ci-

y generales (quimioterapia y hor-




tratamientc conm—
hormonal del céancer mamario se
i
en forma coadyuvante a las medidas
intencién paliativa en =situaciones de
fermedad avanzada. Su descansa en el papel
el sistema endocrino juega tantc en el desarrollo
glandula mamaria cormal, cOmO en 2l mantenimiento

pilasias criginadas en ella.

e PRINCIPIOS TERAPEUTICOS EN CANCER DE

MAMA ,

cal (310, Desde entonces, nuevos
i cos han creado la incertidumbre y la
controversi: abr 1 tratamiento gquirurgico éptimo de

esta patologia C ,87.115,122,177,215.230,290,291).

1.2.1. otra parte, el papel de 1la irradiacién
postoperatoria en el tratamiento del céAncer de mama es
hoy una de las cuestiones mas polémicas dentro del cam-

po de la oncologia. Recientemente ce han esgrimido ar-

gumentos muy variados en contra de su empleo. En sin-

tesis, tales argumentos son los siguientes (193):




~iada a la cirugia, nO me-

ivencia a largo plazo.

ente no mejora 1os
ncia sino que puede disminuirlos a

efecto inmunosuprescr.

avle porque retrasa

Como el pro-

snfermas de cancer de mama depende de la

e metastasis distales y no se encuentra in-

aparicién de recidiva locorregiconal es

ccesario empezar cuantoc antes con quimioterapia y, por
eliminar la irradiacisn en los casos operables y

traso gue supone su empleo para el

la irradiacién pre o postoperatoria se
con una importante y significativa disminucisén

acidiva locorregional su utilizacion

puasto gque las recidivas pueden ser

igualmente controladas una vez puestas de manifiesto

La quimioterapla electiva asociada & mastec-

tomia radical puede controlar tanto la enfermedad resi-




anteriores son; sin

sultan de la genera-

otras veces SOn conse-

~linicos no randomizados, comoc Ocu-
rimer ensayc de Manchester

no grupcs de enfermas

frente a otras que no la

resultados de la irradiacién inmediata

idos cuando la irradiaciéon se pospuso

Hay, ademas, una importan-

subrayar. En determinados estudios

como por ejemplo en el ensayo del Guy's

grupo de enfermas sometido a irradiacién

condiciones de dosis insuficiente ¥y mala

segun han reconocido suse proplos autores pos«
teriormente (9,114).

Ern céancer de mama, por consiguiente, la no uti-
lizacion de la irradiacién -si1 ésta se aplica correcta-
mente desde el punto de vista técnico ¥y conforme a in-
dicaciones precisas- parece una decisién que ignora
tres importantes cuestiones:

El fecto de la radiacién scbre el binomio
Tumor-Tejido Sano y su relacidén con el producido por

los procedimientos quirdrglcos convencionales.




yn sobre la car
pacientes tratadas, en 10 gque 2
y regional de la enfermedad se refiere.

pero real ¥y significativo incre-

ie supervivencila observado en de-

de pacientes.

1a correcta e inteligente
irfadiﬁclgn so derivan un notable nu-

la mas importante de las cuales

progresiva ¥y ~reciente wutilizacién, para el
locorregional del carcinoma localizado de la

mama, de la combinacisén cirugia conservadora ¥
radioterapia, procedimiento cominmente utilizado hoy en

numercsos centros y en un nomero progresivamente mayor

las primeras alternativas a la mastecto-

mia radical en tratamiento del cancer de mama

-

lecalizado surgio 1os trabajos de Robert McWhirter,

r

el cual en 1.948, deseribls una serie de casos de cAn-

cer de mama operable tratados mediante la combinacién

mastectomia simple y radioterapia postoperatoria sobre
los linfaticos axilares. La comparacién de ésta con
otra =zerie de enfermas que fueron tratadas de modo

mastectomia radical no demostré diferen-—

ivas en la supervivencia.




leaspues,
obtenidos sobre
=in =videncia clinica de
iocal amplia del
isn postoperatoria. En 1.972, afio er

enfermas tratadas se habla alevadz a

g
)

obtenidos a los

ma=tectomia radical-

riores (94,120,195,197,218,
sobre mste hecho. El papel
tratamiento del cancer de mama
de esta forma, claramente deii-

los siguientes puntcs

Utilizada postoperatoriamente la irradlacién
reduce de mansra importante y significativa el nivel de

recidivas locales pustmastectomia.

En efecto, de acuerdo con datos de Chu (65>, en

pacientes de céAncer de mama cOn axila positiva la inci-

dencia de recidiva en region supraclavicular puede AL~
del 23% cuando no se lleva a cabo la i-

~tomia radical. Esta cifra se

- Liilh




A¥ sSemanas.
denuestran por ello,
os efectiva en la

que ponen de ma-

tumoral

jemostrativa resulta lia experiencia
(90,01,275) segin los cuales el

idiva locorregional en las Aareas supracla-
paraesternal (9%) Yy pared torécica

4e las enfermas sometidas a

decrece de manera significa-

J y 10% respecti-

E=ta considerable reduccisén de los porcenta-
cidiva indica que la dosis de radiacién utili-

5 cemanas o su equivalente (TDF =

cuando se utiliizan fraccionamientos distintos de

dozis] esteriliza, de nodo efectivo, los depésitos

subclinicos de células tumorales que puedan haber

quedado alojadas en los linfaticos periféricos o en la
Los resultados de humerosos ensayos

realizados a lo largo de




asoclacidén cirugia-

de. controi tumcral

ia cirugia

ia radicterapia postopera-
iz+tematicamente en todos los

sometidos a un tra-

simple tumorectomia

o mastectomia parcial; o si, por el contrario, resulta

aconsejable coro sostienen algunos (100> la nocién de

"o ¥ e irradiar las recidivas locorre-

cencia clinica sea manifiesta.

doble pregunta plantea a nuestro

a) si el control por

efectivo en todos 1los

iumorales que definen una

locorregional son en €i mMisSmOS una fuente de

tastasis distales posteriores o, Ppor el contrario,

son una simple manifestacién local del proceso metas-—

tasico generalizado que ocurre en ciertos grupos de
tumores.

Con respecto a la primera cuestién las cpinio-

nes y las experiencias puhiicadas: son variadas y asi,

mientraes Tapley y col. (275) arguyen que el control de

habitualment it oso, Chu tiene




aproximadamente 70%

* g

servado, no se modifican.

=0 de "la irradiacion-

.

dios retr:apectivos

hban cejado claro .y sfh

Glicksman sostiene gue semejante

-
@

fuerte argumento en contra de

povkig

- a las Areas de recidiva locerre— .-
iinacién distal (103): Con~-

n cambio, ia tesis sostenida .
37,288) para quienes la apariciéon’
recidiva local puede 1inducir un

la supervivencia si en el momento
cabo 21 traiamiento del primario no existen
focos microscopicos distales de carcinoma; y 51 la re-

Aidiva inicia el proceso metastasico antes de ser de-

tectada y tratada.

ad de la primera condicidén es inob-
¢l tratamiento. locerregional
de mas de 1a mitad de los can-

(B2, 14c2, 20bre la se7




are
tumcr grado histolégico
faticos axilares afectos
el S0% de 1o
aproximadamente 1 cm
también, de que, en si-
como cualquier

microsceplicos O

de pared tora-

metastasico pre-

4 National

(82>, del estudio
Norwegian Radium Hospital
y Brennhovd (130> ¥ los
sis prospectivos llevados

ubiana




puede incrementar Do

también de enfermedad

pocrcentaje

35% y una elevadz propor-

it COn posterioridad disemina-

con el escazo indice de con-

tratamientoc de las recidivas han

nuestra posicién a favor de la

6n postoperatoria en el tratamiente de las en-

de céancer invasivo de mama, actadics 1I-

en un elevado riesgo de existencia de

tumoral subclinica en los linfaticos regic-

en la pared toracica. Evidentemente, las
paclientes con cAncer, estadio I, localizado en cua-
drantes externos y con axila istologicamente negativa
radioterapia postoperatoria, espectal-

suman a los datos anteriores dos hechos




tumoral RE+ y/o grado nlstolo

€iE8, 1987,

La irradiacion es igvalmente efectiva que la
cirugia en o1 control de la enfermedad axilar de las

s < - A i B T 3
~om o cancer 1ocailZadh;

-ia de signos graves de caracter lo-

5n se llevé a cabo sobre la

ticas supraclavicular y

los tres afios si-

un caso (0,6%) de recidiva

cuenta el elevado porcentaje

afoactacién axilar existente en la

cituacisn N, -40% de los casas segun Fletcher- (89,
este resultado es una prueba sin discusién de la efec-
tividad de la irradiacién en el contrcl de la enfevme-
dad axilar. Por otra parte, los indices de superviven -
~ia a 10 afios ubtenidos en el mismo centro con enfermas
sometidas a mastectomia radical sola (K 4%, stectomia
radical y rad.oterapia postopera*toria (RT) sobre los

. .

linfaticos periféericos (56%) 0o irraaiaciéon preoperato-




1 (BT%)

uida de mastectomia radical , aungue seme-

jantes, lo fueron en cOn iciones de afectacién axilar
absolutamente diferentes (193). En efecto, los por-

de invasison axilar cierta de los tres grupos

11.5%, ~63% ¥y 29,4%

de enfermas anterioures fueron

respectivamente. El hecho de que la supervivencia a

1aoe diez afios fuese practicamente, la misma en 1los

= -a pesar de las marcadas diferencias en el

tres grupo
porcentaje de positividad axilar-— indica gue la irra-
diacién fue plenamente eficaz en el control de la en-

fermedad axilar en un importante numero de pacientes.

*

Conclusiones similares se han obtenido de los ensayos

{cos de Cambridge (21> de Cardiff (93) y de los

ados publicades por otros autores (36,73,309).

Asociada a mastectomia simple, la 1rradiacisn

postoperatoria proporciona resul tados no inferiores, en

lo que a nivel de supervivencia y recidiva local se re-

fiere, a los de la mastectomia radical (en los canceres

invasivos sin evidencia clinica de afectacién axilar).

En 1.951, Kaae y Johansen iniclaron en el Ra-

dium Center de Copenhague un estudio clinico randomiza-

do con objetc de comparar los resultados obtenidos tras

mactectomia radical con los que proporciona la mastec-

cimple asociada a radioterapia postoperatorla



consideradas como
enfermas operables de
N2, Los resultados se ex-
+4rminos de supervivencia a
de -idivas locales en igual
variables mostrd
han publice
ce afios del ensayc de Copenhague (143)
igusimente que, a largo plazo, no existe
rencia alguna en ia supervivencia entre las
cometidas a mastectomia radical respecto de
con - simple y radioterapia

invalida, por otra

pretendida accion iva de la irradiacion

supervivencia de las enfermas de céancar de
nunca probado efecto depresor

inmunococmpetencia.

En 1.071, después de casi una década de plani-
ficacisn, investigadores de 34 instituciones médicas de
los Ectados Unidos y Canadad iniciaron el NSABP

Surgical Adjuvant Breast Project) con el
de comparar diversas alternativas de tratamiento

mactectomia radical. Un eiemento

la presencia o - de linfa-




clinicamente afectos ¥ fines especi-
, pacientes con nodulos axila-
linicamente positivos determinar =i la mastectomia

v la mastectomia simple e irradiacién postope-

P

Y

‘atoria son procedimientos equivalentes; 2> en enfer-~
mas con axila negativa, determinar =i la mastectomia
ién postoperatorie o la mastectomia
~on excisién electiva de los linfaticos
=on procadimientos tan efectivos cOmo la

~tomia radical.
En 1.974, cuando el numero de enfermas tratadas

alcanzé la cifra de 1.700, e1 ensayo quedsd, volunta-

riamente, interriapidc. Los resultados se publicaron

(82). No hubo diferencias significa-
pervivencia en ninguno de locs grupos consi-

pacientes que recibieron irradiacién

mo=traron un menor indice de recidiva

1a frecuencia de recidiva axilar observada en

el grupo de enfermas <On axila negativa sometido a mas-
tectomia simple e irradiacion postoperatoria (1,8%,
demuestra de modo concluyente que una buena técnica ra-
dioterapica y una segunda dosis (5.000 rads / 5 semanas

fue lo habitual) controlan la enfermedad en el 98,2% de

las enfermas con nédulos axilares no palpables.

Dos observaciones de particular interés se han

derivadn, por otra parte, de este {mportante ectudio:




tratadas con
postoperatoria pre-

postmastectom:a que

b) las dos terceras

sometidas a diseccién

recidiva presentaron <cn

Ambas observacicnes

bicicgica. En

principic que, al nenocs,

un v de los canceres de mama lccalizados con axila
negativa tienen invasién histolégica axilar cilerta
(80), e! hecho de que al dejar intactos los linfaticos
axilares no se modifique la supervivencia implica que
el concepto quirdrgico de "diseccion en blogue® con ex-
continuidad® de la mama, 1los misculos

~antenido axilar, carece de especial

sto equivale, indirectamente, a desta-

de la mastectomia radical modificada o de

la mastectomia simple sobre el de la mastectomia radi-
cal sin nas comparaciones. Por otro lado, el hecho de
gque la mayor parte de las enfermas que fueron sometidas

a ‘liseccisn oxilar por recidiva local tras la mastecto-

mia simple presentaran posteriormente metastasis dista-

les, reafirma el concepto de gJue 1los acamulos de
células tumorales viables de los linfaticos regionales
reprecentan una fuente potencial de diseminacién Yy

refuerza el papel esencial de la irradiacién axilar.




el apsayo clint

co BritaAnico, uno de
)spectivos mas importantes que se han
llevado a cato sobre 2.234 pacientes afectas
mama, estadios ) no ha puestio de ma-
arvivencia a 7 afios entre

toperatoria y cirugia so-

recidivas locales en

La asociacion excisién local amplia del tumor
primario y radioterapia postoperatoria de la mama res-
equivale, en cuanto al contrcl local de la enfer-

& are, a la mastectomia simple en los casos

{tu" o céancer de mama minimo. De

igual \ic la ecirugia conservadora (excision local
amplia, mastectomia segmentaria o parcial, quadrantec-

tomia, etc.) asociada a irradiacién postoperatoria pro-

porciona resultados equiparables, @n términos de super-

vivencia y recidiva local, a los de la mastectomia ra-
dical (en lous canceres invasivos sin evidancia clinica
de afectacién axilar y en general en los estadios 1 ¥y

No"'Nr ¥




retrospectivaos unos, rando-
~laridad la vigencia ac-

Destacan entre ellos

Experiencia Princess Margaret Hospital
(PHHD

harn tratado en el PMH

de cancer de mama en situacion

~linica ¥. (estadios patolégicos I y 11:. Desde

vista quirargico, el tratamiento efectuado

la mastectomia parcial (resecclién en

cufia unas veces, X< isn biopsia o, reseccion parcial

segnentaria otras’. FPostoperatoriamente se excluyd

tratamiento radiolégico a 177 enfermas (22%>), 252

bieron s6lo radicterapia sobre el resto

as 371 pacientes fueron sometidas a

irradiacién locorregional (mama ¥y territorios linfa-

ticos axilar, supraclavicular y paraesternal) de acuer-

on indicaciones precisas. El tratamiento de las

recidivas fue, sistematicamente, quirurgico (diseccidn
axilar o mastectomia parcial segin los casos) .

Los sult del estudic son concluyentes
(50,51): a) 79% de supervivencia a los 5 afios; b) reci-
diva mamaria minima en los grupos de irradiacién.
Puesto que el nivel de recidiva (mamaria o axilar)

influyd, -clara ¥ significativamente, scbre la supervi-




vencia a largo plazo es ridente que la irradiacion
postoperanoria ejerce un papel determinante en el tra-
tamiento. Conclusionee importantes del esiudio de re-
ferencia son, por otra parte, las siguientes: 1) el mni-
vel de recidiva axilar de las pacientes no irradiadas ©
de las que fueron sometidas so6lo a irradiacisén mamaria
o nodal (no axilar), aunque importante -16,6%- es muy
inferior al esperado, dada la alta proporcion de casos
N+ histolégico axilar asoclados can la situacién No
(40%); 2) en un intento de reducir la mortalidad por

cancer' de mama (Z21% de s A e afios), los auto=

res recomiendan la diseccién axilar -como parte esen-

cial separada del tratamiento descrito- con objetu de
seleccionar pacientes para quimioterapia adyuvante.
Esta idea -la diseccién axilar como medida fundamental
de caracter preonéstico, sin excesivo valor terapeutico-
refleja mejor que ninguna otra el papel, hoy devaluado,

de la cirugia radical 1w el tratamiento del cancer

lpocalizado de la mama.

Estudio del Joint Center for Radiation Therapy
(JCRT) .
En un trabajo retrospeciivo
entre 1.968 y 1.978, Hellman y col.
ron a tratamientc conservador (excisién biopeia
dioterapia postoperatoria sobre la mama rustant la

y mamaria interna)




dictribucion bimodal de los casos

predominante situados en
respectivament

fue clara: evitar la

las enfermas mAs jovenes y readu-

de =sdad avanzada. La irra-

1a mama se llevé a cabag,

campos tangenciales opues-

5.000 rads / 900-1,000 rads /

semana con sobreimpresién suplementaria (1.500-2.500
rads scbre el asiento del primario’. La irradiacién
realizs utilizando un campo convencional a

e administraron, a 5 cm de profundi-

sobreimpresion axilar postericrmente (500-1.500

campo posterior).
Los resultadns de este importante estudioc ape-
nas precisan ser enfatizados: 1) supervivencia a 5
afios, 87%; 2) residiva global locorregional, 5% (redu-
cida a 0% en el subgrupo de pacientes tratados con do-

sis de radiacisén iguales o superiores a 6.000 rads).

Experiencia del N.D. Anderson Hospital (MDAH).
Las razones que motivaron inicialmente la pues-
practica de un tratamiento conservador en los 275

de cancer de mama Tis. T, T2, No, N, Mo que cons-—




3 han sido des-

Montague y col. (194.197) en la forma si-
edad avanzada; b) rechazo a la cirugia ra-
sontraindicacisn médica al tratamiento qui-
tumor mamario periierico. nl 974 se em
selecciéon especifica de pacientes

tratamiento con arreglo a los si-

¢136>: 1) primario unicc de diametro

{grial o inferior a 4 cm (O pien focos tumerales multi-
ples agrupados =an un area de diametro igual o inferio:
s esta dimensién); 2) estadio No, Ny axilar clinico.

La comparacién de los resultados a cinco afios
con un grupco contemporanec de nastectomia radical per-
teneciente al propioc centro ofrecio igual nivel de su-

pervivencias . (84%) un menor numero de recldivas

Ensayos clinicos randomi zados.

la coincidencia de criterios en tormno al trata-
miento conservador del cancer de mama localizado y la
cimilitud de lcs resultados obtenidos por numerosos
autores en distintos centros se han visto reafirmados
tras la publicacién de las conclusiones de dos ensayos
clinicos randomizados llevados a cabo en Europa en el
cursc de los altimos quince afioe. Asi el enmsayo clini-
co del Ipstituto Oncolégico de Milan (I0M), realizado

entre 1,970 v 1.%80 ca ha circunscrito a los cAnceres

- ¥




mama estadin
harmonal,
primario, la frecuen-
diagnéstico

las enfermas

e irradiacién posto-

irradiacién

rads / semana.

el plano mamario medic ¥y 1,000 rads en so~

vreimpresién (electrones de 7-11 MeV o RX ortovoltaje)
sobr a cicatriz. Entre 1.870 y 1.875 los casos K+
axilar se subdividieron a su vez en doe Erupos, uno de
.0 recibié tratamiento complementario alguno

getido a irradiacién sodre

(CMI).

irradiaciocn 8T +

CM1 ¥y - uje ( cion axi (lateral al pec-

toral mayor) con propésitos de pronéstico y seleccion
de pacientes para gquimicterapia adyuvante.

En términos de supervivencia a cinco anos, in-
tervalo libre de enfermedad y recidiva local los resul-
tados fueron semejante: bos gErupos. No obstante

n el subgrupo sacientes X el +*ratamientc

conszervador




Mundial de la Salud
cgoperativc entre
zetoras  gue nicament mié el Instituto

Gustava Roussy de Paris.

jue entraron

N, M, fueron dos: determinar en grupos com-
parables establecidos al azar, la superioridad o no de
la mastectomia radiizal respecto del tratamiento conser—
cieién local amplia y radioterapia); bl conp=
infiuencia de la irradiacién en los cascs R+
La irradia-ién mamaria se llevé a cabc a la
de 4.560 rads / 4x250 rads / semana c0il sobreim-
(1.500 rads) sobre el lecho tumoral (fotones O
Las regiones linfaticas axilar (sélo
éupraclavicular y mamaria interna se irradiaron

4x250 rads / semana a través de

campos cha/@ncionales conformados.

Por 1o que al primero de estos objetivos se re-

fiere, mastectomia radical vy tratamientc conservador
resultan ser procedimientos egquivalaentes toda vez que,
tanto la supervivencia a cinco afios, como el namerc de
racidivas localee en ambos grupos no mostraron diferen-
cias significativas (2353). Por otra parte, ya gve @éen
el subgrupo de enfermas N+ axilar la irradiaclén nuial
.0 se asocid con mayores indices de control lecai. ©

e1 conjunto de casas irradiados el riesgo

(piexopatia D iial edema de brazo,




fue ma-

cuestionar el ‘ ' irradia-

cancer de mama localizado,.
cabo en to- .

cuw‘flﬁaliiai prondstic una dirc~cisn axis
a irradiacién del restc de la mama y de las
supraciavicular y mamaria interna

constituyen, pues, lcs escalo-

Como resumen de este ensayo baste decir que en

21 I.C.R. la combinacién cirugia conservadora y radio-

terapia : gio netituye hoy el tratamiento es—

tandar del ¢ .T 0 de la mama. En .us enfer-

pronéstico (N+ axilar/g ado III; N+ axilar

11y la manipulacién hormoral (ovariectomia ¥y

casos RE+ y la gquimioterapia (QT) en

Los ompliet el abanico de posibilidades
terapéuticas (241).

En determinados subgrupos de paclentes la 1rra-

diacién postoperatoria eleva de munera significativa el

porcentaje de supervivencia a largo plazo.

P+ ebas de evidencia del efecto curativo -y no

emente de la accién preventiva en cuanto a 1a




irradiacién
tras mastectomia radicail.
ye wvariable (3.500-
ads i Son facien d artovoltaje en
randomizado se uti-
de pacientes basado
con enfermedad
era en el grupo de irradia-
de positividad axilar del 33%
cirugie el numero de pa-
e afectns fue del 48%.
tumoral aniler fue igualmente
pacientes irradiadas mostraron
presencia de vmor en el Apex de la axila frente a un

20% de invesién en las que fueron sélo operadas.

La supervivencia global a los cinco y diez afios

misma en ambos grupos. No obstante cuando las

pacientes = . ¥ ) ; RI</R1I- 2e

ericontraron




-5 significativamente los niveles de =supervi-
observados en el grupo de ‘cirugia. Ahora blen,
1a invasién tumoral alcanzé el Apex axilar las

supervivencia ent los grupos 4de
cirugia (39% y « respectivamente’

icacion estadistica suficiente.
el primer estudio que

benaficiosc sohre la su-

postcperatoria en deter-

~&:;cer de mama localiza-

Masz adelante, Berg vy Robbins publicaron en

el estudic realizado sobre la totalidad de las

de cancer de mam= localizado tratadas en 1.969

Fuercon 1.051 cascs cuyo indice

media alcanzé 1a cifra del 71%.

esperado de este analisis fue el hecho de

qu as pacientes sometidas a mastectomia radical y
radioterapia .-toperatoria presentaron una tasa de
supervivencia elevada (71%), estadisticamente diferente
(p < 0,05 de la que ofrecieron los casus tratados sélo
quirurgicamente (58%). La diferencia en supervivencia
fue especialmente potable =i se toma en consideracién
el hecho de gque hubo una cierta tendencia a enviar a
irradiacién a las enfermas con afectacion linfatica

-

axilar mas acusada (16),




1a radioterapia postoperatcria, coO-

mo medida adyuvantz, tras mastectomia radical ha salido
fortalecido con la publicacién, por Host y Brennhovd
ensayo de Oslo en 1.977. Formaron parte de

1.090 enfermas, estadios I y 11, de cAncer

irradiacién, teniendo en cuenta el acto

levo a cabo solo sobre las

dosis de 5.000 rads / 4

G0 B : ] est i I el grupo.d

irradiacion no mostro diferencias en la supervivencia o
recidiva local. En el estadio II, los indices de reci-
: ya lceal fuernn muy inferiores en el Erupo de irra-
95) con respecto al de mastectomia (n =

resultaron inferiores el intervalo

v la supervivencia. El valor de este

después del tratamiento inicial

de irradiacisén, 44% en el grupo de

nivel de sifnificacion estadis-

El ensayo clinico de Estocolmo fue concebido
para comparar los rezultados obtenidos en céncer loca-
lizado de mama, con radioterapia preoperatoria, irra-

diacién postoperatoria o cirugia scla. El procedimien-

o quirurgico utilizado en ios tres prupos de pacientes

dezcritos fue mastectomia radical modificada y el noGme-

o

ro total de enfermas tratadas en el Radiumhemmet fue de




sriamente, la irradia-

mama y las areas linfaticas
mamaria interna. En situa-
junto a la pared ta-

La dosis

radiacisén se emplearon Co-60 o

rgia comprendida entre .y

ensayo (248,270,304. son

numero de pacientes que presento

fue significativamente inferior en los

irradiacién pre y postoperatoria gue en el

tratado sélo gquirurgicamente; b) la tasa de svperviven-
cia observada a los 6 afios en el grupo de cirugia (50%)
fue ; significativamente inferior a la que ofre-

cieron los grupos de irradiacicn (66%) .

resultados obtenidos en Villejuif (Institu-
to Gustave Roussy; en el tratamiento del cancer locali-

son semejantes a los encontrados en Es-

tocolmo y Oslo, y muestran (242,287,288) que la recidi-

va lncorregional es muy baja en tcdos los subgrupos de
~on irradiacién postoparatoria apa-

un significativo incremento de la su-

subgrupo ce pacientes portadoras de

internos o de regién central con

positiva. pacientes con tu-




cuadrantes externcs y axila posi-

grupo Villejuif ha mostrado inequi-

rocamente que la diseccién de los linfaticos mamarios
ternoe no reduce | incidencia de metAstasis ni eleva
vivencia. En cambio en los tumeores

1 O ‘ los cuadrantes internos o regién central
irargico descrito hace disminuir la

significativamente.

Sarrazin (242,287) han demostrado, ademas.

que la irradiacién postoperatoria es tan efectiva como
la cirugia en el control de la enfermedad tumoral pre-

sente en tales linfaticos.

anteriores son relativamente fa-
Segan Tubiana (287) en pacientes
mama oin extension metastasica en el mo-

mento en que se lleva a cabo el tratamiento del tumor

primario los focos tumorales residuales que puedan

en los linfaticos periféricos, inician el pro-

de Adiseminacién distal cuando su vclumen O masa

un valor critico ¢habitualmente inferior a i

cm) . ' os nidos axilaras son de facil deteccién y tra-
tamiento dado que la diseccién axilar es de realizacién
cistemédtica en el estadio Il y cuando ésta no se lieva
a cabo (enfermas T - N, sometidas a tratamiento con-

cervador, como hemos vist anteriormente) la irradia-

Sisn axilar segu - rrpl . Es dificil concebir,




ctacien axilar sirvan co-

de diseminacion. Por el contrario los

tumarales subclinicos de carcinoma alojados en

icos de la cadena mamaria interna (y proba-

blemente en los nodulos del Apex de la axila y fosa su-
praclavicular media) son de dificil deteccién y si no
tratan cenvenientemente no hay manera de evitar que

de diseminacion. De

la supervivencia de

las enfe C Ancer localizado ejerce la irradia-
ci4n de dichas areas en condiciones de dosis, tiempo,

fraccionamento e indicacién terapéutica precisas.

1.2 RESUMEN,

i na datos anteriores dejan clarc, en consecuen—

cia, que en el cancer localiza o de mama -supuesto el

origen monoclonal de los tumores malignos (78), en vir-
tud del cual la curacién es sinénimo de reduccion a ce-
ro de la masa tumoral clonogénica inicial-, la terapéu-
tica locorregional (cirugia ¥ radioterapia) resulta ser
eficaz en el control de, practicamente, el 100% de la
masa tumoral inicial presente tanto en la mama como €n
las Areas linfaticas regionales (axila, regién supra-
clavicular y cadena mamaria interna, fundamentalmente).
1

Parece evidente, por ello, que el fracaso en 2l centrol




as debido a la existencia de tumor

nto en que se lleva a cabo el pri-

EL CANCER DE MAMA como ENFERMEDAD

SISTEMICA,

incremento

por encima de los indices

de una metodologia de

trabajo consistente en: a) descubrir o sospechar la
existencia de focos microscépicos distales de carcino-
determinar o calcular de forma aproximada la ma-
sidual: <) formular un esquema terapéutico

permita r ir -teoricamente al menos- a

cerp el numero de clonégenor celulares integrantes de

la citada masa.

El tamafic del tumsr primario, la presencia
micro o macrometastasis en los linfaticos axilares, el
grado de invasién vascular, el indice de marcaje con
timidina, la existencia de necrosis tumoral y el feno-

en la actualidad, los
descansa la prediccidn
afectas de

eA 1 ‘ 1aa
(&, 10, ;.8‘ P00 2




{nvasison linfatica axiliar,

que prevalecis la idea

continuidac" (tejido mamario 3

l4nfaticcs axilares = enfermedad dista.), actualmente
considera =N tipo de neopplasia como una enfer-

=u comienzo, siendo los linfa-

centinelas del estado de

tactasicos distale: : i = existentes en

determinada situacién.

analisis de este problema, Speer y col.

datos de Bloom (21), Henderson

1z historia natural del céncer

el trabajo de Heuser (123) referen-

-imiento de pegquefios acumulos tumora-

~ancer de @ resultados del ensayo del

NSABFT (87) sobre recidivas tumorales tras excision qui-

rargica- han propuestc una ecuacién simplificada que

relaciona la probabilidad de reaparicién del tumor con
el nomero de linfaticm axilares histologicamente

afectos.

En términos matematicos ich ecuacién adopta

3

la siguiente forma:




el mo-

sumidas a partir de datps
~linicos significativos extraidos cel
ensayo NSABP (87> (G ; Q,24; Ci =
0, 352,
signandc a N, de manera empirica, los valores
0 (casos N=), 1 {casos con 1-3 noédulos axilares positi-
vas) y £ (cascs ccﬁ 4 0 mAs gangliocs axilares afectos),

es posible comprobar la hipotesis de Speer y <onocer

sus pusibilidades.

forma para N = 0, & = 0,24, cifra teo-
a indi ' del porcentaje de pacientes sin afecta-
cién axilar & s un tratamiento locorregional opor-

distales. Esta cifra

(80) que hacen recidiva tras

tratamiento local y concuerda con los datos obteni-

dos en nuestro medl estadio TI cuye nivel de supervi-

vencia libre de sintomas a los 5 afios se sleva al 75%
(2845 . Dol mismo modo para E = 1, S resultaria ser
igual a 0,99, es decir, en situacion K+ (1-3 nedulos
axilares afectos) la probabilidad de enfermedad distal

i

alcanzaria al %9% de - casos, resultado teérico que




Bonadonna y Valagussa en

cuyos porcentajes de su-

52 y el 66% de los casds

a los B ¥y if £ (25), y con nuestros
propioe datcs: 40% de los casos N+ (1-2 ganglios’>, en
pacientes en estadic 1I, sobreviven sin enfermedad a
5 afios tras tratamiento, o lo que es igual, el 60%

recidivan en este tiempo (284).

12 correlacion existente entre los datus tedri-
coe derivados de la hipétesis de Speer y los hallazgos
clinicos es evidente, El modclo descritoc, que segun
sus autores predice el numerc de “locus"” metastasicos
(ne el numero absoluto de células residuales tras el
tratamiento quirargico), proporcicna, por ellp, wuna
idea del numero de lugares teéricos del depésito tumo-
ral susceptibles de ‘ransformacisén en metastasis dista-

les tras el tratamiento del primario.

Las previsiones teoricas del modelo no concuer-
dan, en cambic, con los: datos da orden clinico en 1lo
referente a la temporalidad de los mismos, Asi, en ca-

soc. B+ (1-33, por 2j., el nivel de recidiva teérico se

ajusta con el real unas veces & los 5 afios y otras a

1os diez afios del inicio del tratamientc del primario
(2%,27,87). Parecen, por tanto, necesarins nuevos es-

tudios y mayor cantidad de informacién antes de esta-




welusicnes definitivas en torno a este intere-
En cualquier caso, las razones que

fracasos terapéuticos en cancer 4@ mama

a) la existencia de masa tumoral re-

tratamiento y b la heterogeneidad celular en

spuesta a la quimioterapia u hormonotera-

1.4.1. Estimacién de la masa tumoral residual.

Hasta 1.060 se atribuyeron. errcneamente, los
fallos del control tumoral tras la cirugia del primario
a 1a diseminacién hematégena secundaria a la manipula-
cién tumoral quirurgica (79). A partir de esta fecha,
y tras la demostracién del escaso efecto de la quimio-
terapia sobre las células tumcrales malignas "circulan-

cscbre la idea de que las recidivas o
metastasis st | debidas, no a implantes tu-
morales de células neoplésicas desprendidas quirurgica-
mente, sino a actmulos tumorales preexistentes genera-
dos incluso antes de que el tumor primario alcanzase el
umbral minimo de deteccién clinica (1x10° células = 1

de masa tumoral 1 ml de volumen?.

P~

Sehabol (259) utilizando el

definida




como el cociente entre las células proliferativas y las
no proliferativas de un modelo tumoral, plantearon la
hipotesis de que aun siendo exponencial el crecimiento
de los pequefios acumulos O micrcmetastasis de carcinoma
mamario en los ganglios linfaticcs subsidiarios o en
cualquier otro tejido recéptivm (crecimiento diferente
del de losz tumores experimentales que se ajusta a unm
modelo gompertzianc), el perioco de tiempo existente
entre el tratamiento del primario y la aparicisn de la
recidiva o metastasis distal puede considerarse coOmo

indicativo de la masa tumoral rasidual tras la ciru-

gia, siempre y cuando se considere constante el tiempo

de duplicacién del tumor y la fraccién de pérdida

celular (256,259

Sobre la base del trabajo de Skipper y teniendo
en cuenta los supuestos teoricos explicados anterior-
mente, (mcdelo exponencial de crecimiento tumoral)
(287>, Torres y col. (285> han demostrado que en pa-
ciente= tratadas de cAncer mamario el periodo compren-
dido entre el primer acto terapéutico y la aparicién de
la primera recidiva, constituye un parémetro de cinéti-
ca tumoral cuya utilizacién, asociada a la hipétesis de
que durante dicho periodo el crecimiento de los depési-
toz metastasicos subclinicos de carcinoma obedece a una

ley exponenciali, permitle:




a Calcular lns tiempus medios teéricos de reci-
diva tumoral para cada estadio clinico de la enferme-
dad; asi, segun experiencia del mismo grupo de trabajo,
el tiempo medio de recidiva sera de 4,6 afios para el
estadio I; 2,6 afius para al estidior I1I; de 1,9 afios
para el estadio 11l y de 1:2 afios para el IV,

b3  Determinar, de forma teérica, la masa tumoral
media residual al fratamiento inicial realizado, cual-
quiera que gcea &u locéiizacién. (local, regional o
distal) respecto del prina;io. La estimécié% realizada

&

-~ondujo al res.ltado 1,2 x 10%® células para el estadic

I, 8,2 » 10" pars al estadfﬁ 11, 3,6 x 107 células parsa

el estadio III y 1,6 x 10° para el IV (284) .

c)  Estimar, por aléimn, en términos de prooabi-
lidad, las tasas de recidiﬁa tumoral segun los estadios
que han resultadoc ser, en nuestra experiencia, 35,38,48
y 72% para ios estadios I, Il III y IV del cancer de
mamz. La probabilidad de recidiva tumoral para el aes-
tadio IV puede incrementarse, incluso, hasta aproxima-
damente el 90% =i se considera el subgrupo de pacientes

gue no responden al tratamiento (254 .

1.4.2. Heterogeneidad celular tumoral.

Durante la pasada década el oviger mounclonal

del cancer ha sido demostrado por diversos metodos y se




que todas las celui'as Bre de un tumor deri-
van de L. célula madre unica anormal (78). Sin embar-
go es un aecho bien conocido que la poivlacién germinail
tumoral {(stem cell) mues.ra uha marcada heterogeneidad

en su respuesta a la quimioterapia (260) .

Skipper (203) ha aportado al conocimiento de la

biologia de las c*lulas necpplasicas ciertos conceptos
que hoy dia conservan toda su vigencia. Los postulados
fundame.tales de la tecria de Skipper pueden ser resu-

nidos de la forma siguiente:

1.- La inyeccién de una sola célula clonogénica ma-
ligna a un animal de experimentacién puede llevar i~

nalmente a la muerte del huésped.

2.- Cvanto mayor es el nomero de células inoculadas

al animal menor es su supervivencia.

3.- Yl intervalc de tiempo existente entre la in-
yecci n de células neoplasicas a un ratén y la muerte
del animal puede preder . se conociendo el nimero de cé-
lulas inyectadas y el tiempo de duplicacién de la

poblacién celular.

aumento de la supervivencia, tras quimi

(L1210., es debido sobre




to

do  ml efecto citrocida del tratamientd sobra la

poblacién celular tumoral.

Loz farmacos anticancerosos destruyen s célu-
las tumorales de manera andloga a .a que predice el mo-
delo matemftico definido por las reacciones cinéticas
de primer orden. Es decir un;'determinada dosis de
tarmaco destriye una fraccisn céngtant@ ie células con
indwpéndéncia del nazero absoluto de elemen®os de ia

poblacien tumoral.

La conclusién inmediata que ne deriva de lcs

anteriores principioce 2s que la probabilidad de erradil-
car un cancer > *énta mayor-cuantq menor es el tamafio
del tumor 48> Eota es una nocién firmemente estable-
cida en oncologia clinica, que 1imita la probabilidad
de curacisn de los tumores humsnos. A ella, y también

como fac~tor limitante de probabilidad debe afiedirse el

concepto de heterogeneidad de las "stem cells".

U+ilizando la teoria de Luria y Delbruck (176’
s--1e la mutacién celular somatica, Goldie y Coldman
/103) han desarrollado vn modelc mstemdtico que permite
explicar las mutazciones de sensibilidad de células ne.-
pl_ricas a estados de resistencia fenctipica a las dro-
gas utilizadas ea quimioterapia. Este modelo sume

que: a) las células gque scu resistentes a la quimiote-




~omo consecuencia de mutaciones al azarj
recistentes tienen el mismo patrén ci-
~recimiento que las celulas sensibles; ¢) to-
caiulas del tumor son capaces de proliferar 1n=
Este ultimo supuestc esta en contiadic-

con  ¢atos cinétinﬁs que demuesiran gue sélo una
a properuién de las celulas del tumcr, las deno-

(280>, poseen la propiedad de

autorrenovacion indefinida (87,838,237, 2659,
L]

Ei esquema e Buick (38) permite aclarar con

faclilidad el cencepte anterior (Figura Lodds La stenm

11 puede acupar dos estados que condicionan su acti-
a1 estado proliferativo y el estado de reposo

.=te altimo se incluyer todas aquellas ceé-

divisién puede ser estimulada “in vivo" como

de cambios hormcnales o en respuesta a una

-~elular motivada por medios fielcos

(cirugia y/a irradiacién’) O quimicos (farmacos citotoe-
xicos). Algunc de los ascendientes de la célula ger-
pminal mantiene la capacidad ilimitada de divisién (au-
torrenovacién del compartimento germinal) mientras que
otras, quizas la mayoria, plerden esta capacidad y pa-
san al cowpartimento de proliferacidén y diferenciacién
hasta alcanzar el compartimento de células funcionales

maduras que no se dividen y cuya vida es lir “ada.




AUTO-RENOVACION
CELULAS GERMINALES

COMPARTIMENTO DE
PROLIFERACION Y

DIFERENCIACION

CELULAS
TRANSICIONALES

CELULAS FUNCIONALES
NO PROLIFERATIVAS




ha, conducido a Coldie y Coidman (104) a
modelo original dando entrada a un sistema
tiempo de duplicacién del tumor (TD) exce-

al valor del tiempo de ciclo de la

1a a=ficiencla de clcning (113,

De cualquier forma la teoria primitiva de Gol-

vede ser considerada como un caso particular, cua-
litarivamente correcto, que surge del ;.odelo general
(104> cuando la velocidad de muerte de las células ger-
mirales del tumor es nula. Por otra parté, ambas in-
terpretaciones metodnlsgicas predicen que la heteroge-
neidad celular en un tumor de lento crecimiento puede

ser muy extensa y gue surge espantaneaﬂente. El esque-

ma de la Figura 1.2, tomade de Goldie (104) explica 1la

mutacién espontanea a estadns de resistencia farmacolé-
gica en dos situacioues: A) cuando todas las células
del tumor conservan la propiedad de autorrenovacieén; =
cuando parte de las células, en su proceso de divisién

mitética, dan lugar a céluias transicionales o funcio-

nales de limitads o nula capacidad proliferativa.

Existe (260>, y el nodelo descrito lc predice,
una relacion directa entre la masa celular tumoral y la
probabilidad de presencila de células resistentes a Uuho

o wvarics farmacos.







la estructuracison compartimental de las céelulas tumora-
les, incluyerdo este principio, se ofrece en la Figura

En ella hemos supuesto que la mutacion a estados
de resistencia a dos o mas farmacos surge tras un pri-
mer -ambic al estado R de resistencia farmacologica.
Ecta diversificacién estd causada por la inestabilidad
genéetica de las <élulas tumorales (42). Cada stea

- 17
cell,

sensible o mutada, origina un clon tumoral en el
que ademas de la autorrencvacion celular tiene lugar el

roceso de aiferenciacién que conduce al compartimento

de células diferenciadas, funcionales o maduras, que no

se dividen. La recistencia a la quimioterapia puede
originarse tras €l tratamiento citotéxico o en el curso
del mi._.mo, fenomenc al que se denomina resistencia ad-
quirida y que se cree derivado de efectos epigeneticaos

o genéticos mediados por las drogas (48).

nivel celular los mecanismos gque explican por

qué ciertas celulas son sensibles y ctras resistentes a
la quimioterapia han sido revisados por Hall (109). En
este sentido se cree que: 1) las modificaciones en el
transporte transmembrana de los agentes farmacolégicos;
53 la actividad metabélica celular incrementada (fos-
sorilacién de anélogos de Dbases puricas y piri-
midinicas, deaminacién, decarboxilacién, fosforolisis,
duccién, woxidacién © esterilizacisén de

inactivas);
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la puesta en marcha de rutas bicsintéticas alterna-
tivas para la incorporacién de precursores al DNA; 4)

la reparacisn celular del dafio subletal inducido por la

iroga; 5) las modificaciones en la distribucién sub-

~alular de receptores a drogas (membrana, citoplasma o
nucleo’ con fenomenos biogquimicos cuya aparicion,
innata o adquirida, en el senc del tumor, justifican la
existencia de clones resistentes. Por otra parte, pro-
cescs dependientes del huesped como: 17 la induccioén de
actividad enzimatica catabdélica para los farmaccs en
tejidns distintos al tumor; ii) las reacciones inmuno-
légicas frente a drogas de capacidad antigenica, pueden

contribtuir a explicar biologicamente los estados de re-

sistencia adquiridos.

De cualquier forma, la diversidad fenotipica
del tumor tiene una indudable base genética (149, 236)
nabiendose descrito la amplificacion de determinados
genes como causa de la resistencia de células tumorales
al tratamiento citotéxico (246). Asi, la amplificacién
genética se traduce por la sobreproduccién de una pro-
teina que, para el methotrexate, es la erzima ‘ehidro-

folato-reductasa.

Las células resistentes constituyen ern si mis-
mas una subpoblacién heterogénea con miltiples cambios

cromosémico (97,246>. Esto hace que 1lo0S fendomenos de




transporte transmembrana asi como la acumulacién intra-
celular de droga resuiten modifisados (97,286). Por
otro lado, la seleccion de variantes celulares resis-
tentes a drogas eépecificas tales comc los alcaloides

de 1a Vinca, colchicina, antraciciina, actincmicina D,

o bleomicina (146) se a~ocupafia, a menudo, por la expre-

=isn de un fenoctipc complejo gue muestra resistencia
cruzada a otras drogas no relacionadas. Esta caracte-
rictica se define Dbajc el concepto de fenotipo
recistente multiple avanzado por el modelo de Soldie
€104). rLas células en estado de resistencia mﬁltiplé?
presentan combios en.lﬁ membrana plaén&tica e incorpe-
ran intracelularmente menos cantidad de drogz que las
células sensibles. Las modificaciones de la membrana
celular parecen estar en relacion con la expresion in-
crementada de un antigeno de naturaleza glicoprotéica

de 170.000 dalton de peso molecular (146).

2obre basos matemati_.as, y en contradicciéen con
los trabajos de Goldie y Coldman (103,104), Hokanson y
col. (124>, estudiando la respuesta "in vivo" del mie-
loma rélacionan los estados de reéistencia celular a la
quimioterapia con la cinética de proliferacién tumﬂr#l.
Asi el fenotipo resistente se asociaria con largos
tiempos intermitéticos vy, de acuerdo con su teoria, la
misma droga, O combinacién de drogas, administracas en

esquamas de dosis/secuencia/tiempo diferentesw, podria




car desde “curativa" bhasta “minimamente eficaz"

funcisn de las propiedades cineticas del tumor.

Parecé existir acuerdo general en lo que a
relacisn de la masa celular total y probabilidad

exictenc’a de células resistentes se reflere ¢103>. Exn

valores absclutos crbria ecperar gue antes del inicio

del tfatamiento quimicc de un tumor cualquierirel nume-
ro de célulés senzibles fuese superior al namerolde ce-
“lulas resistgn{es a una de laﬁ'drogas utilizadas y este
a su vez, mayor que el de celulas resictentes a dos 0O
mAs farmaccs, si esta subpoblacien existe. También de-
be esperarse una relacién directa eﬁtre la masa del tu-
mor y la proporcion relativa entre céluias prolifer#tim
vas y céluias qu#escentes (26C). Las células qulescen~
tez son altamente resistentes a los antimetabolitos y a
los inhibidores de la mitosis perc no &OL refractariaé
ni a los Agentes alquiiantes n! a los intercalantes.
Por otra parte, después de una respuesta positiva del
tumor, la seleccién quimioterapéutica de las células en
reposd no puede, como hace Valeriote (293), inveocarse
para justificar la recidiva o progresién tumoral gque se
objetiva, a veces, en el curso de un tratamiento conti-
nuado cor el mismo farmaco. Sin eﬁbargo; la seleccién
y el exceso 4de erccimiento de las celulas resistentes

durante el tratamiento, puede justificar gran namero de




los casos de recidiva tumoral tras cierto intervalo de

remisien 0 control de la enfermedad (257).

En este sentido =25 importante destacar que los
resultados de varios estudios cuantitativos sobre qui-
mioterapia demuestran gue no existe. en ls practica,
probabilidad de::uracién ~uando el tumor alcanza un de-
terminado volumen (258), Por otra parte las remisiones
parciales se'explican. en virtud de la teoria de la mu-
tacit: somatica, como la reduccion a dimensiones no me-
surabies de la poblacisn celular sensible, acompafiada
del incrementc hasta niveles de deteccison clinica de la
masa de «células quimiorresistentes (260). Las
renisiones completas fdesaparicién de los elementos ce-
lulares quimiosensibles en el plano Vclinico) pueden
seguirse, tras cierto intervalo libre de enfermedad, de
la recidiva. i 21 tumor recidiyado ofrece un patrén

de sensibilidad andlogo al del tumor primitivo la cen-

clusién que se deriva es que el tratamiento fue 1ncapéz

de reducir a cero la poblacién de células neoplasicas
clonogénicas. Sin embargo, la situacioén mas frecuente
es la definida por aquéllas recidivas tumorales que
muectran resistencia a una o mas de una de las drogas
uti}izadés en el tratamiento del tumor primitive (245},
fonémeno que estd de acuerdo con el modelo da Goldie ¥y

Coldman ¢(104).




TERAPIA SISTEMICA ADYUVANTE EN CANCER DE

MAMA ,

Quimioterapia.

El concepto de céncer de mama COmo enfermedad

cisténmica desde &l comienzC se apo’ . el hecho de que
el ?O—SQ% de las pacientes fallecen a causa de la 5133*
minacién de su enfermeldad (32,2012. Conocida, por otra
parte, la eficacla de la quimicterapia en el tratamien-
to paliativo de las metastasis del carcinoma, parece
légico pensar que la utilizacién de esta modalidad te-
rapéutica en las enfermas diagnosticadas de cancer clii-
nicamente localizado, pueda prevenir el desarrollo ul-
terior de lac metastasis distales, esterilizando los
depésitos tumorales o, cuando menos, retardando laz apa-

ricién clinica de las mismas.

Nuestros conocimientos actuales permiten afir-
mar que la cinética de crecimiento celular de las
micrometastasis se aproxima al modelo descrito por una
ecuacién exponencial creciente (287) y que 1la destruc-
cién celular quimioinducida. se ajusta a una acuacién
cinética de primer orden (257). De acuerdo con esto,
una droga que sea capaz de destruir el 99,9% de las ce-

lulas tumorales con capacidad de autorrenovacién, <on-




trolara -"esterilizara"- agregados celulares que poser

an, como maximo, 100 células clonogénicas; =in embargo,

o1 tratamiento de metéAstasis gque contengan p.ej. 10°

~élulas, con el mismo régimen y.la mis . dosis de qui-

a masa tumoral en un factor de

-

mioterapla, reducira

itplitico se traduciréd en la
practica, por un incremeate del periodo de enfermedad
lo gque es o mismd, pOr una prolongacién del

libre de enfermedad.

irtervalc

La publicacieén del ensayo del NSABP (81> y del
Instituto Nazionale dei Tumori de Milan (22)'suponen el

comienzo real de la utilizacién, con criterics cienti-

ficos, de la quimioterapia adyuvante. En efecto:

Desde el trabaljo inicial de Fisher (81) se
conoce que el benaficic de la monoquimicterapia con
L-PAX queda restringido a ua subgrupo concréto de pa-
cientes. En efectn, la administracién de L-PAM (0,15
mg/kg/dia durante © diaé consecufivos. 6 semanas de in-
tervala, 2 afios de tratamiento) a pacientes tratadas
quirurgicamente (mastectomia radical o© radical modifi-
cada) y con invasién 1ocorregiohal del tumor <(adenopa-
tias axilares afecta5>.tuvo'como consecuencia'ei'incre-
mentoc del intervalo libre de enfermedaﬁ en el _onjunto

de pacientes premencpausicas. El interrogante funda-

mental a

ue surge de ese estudio, correctamente formul!a-

o= el siguiente: glos re- °

n

do por suc propics autore

e 5




sultados de mayor interval libre de eniermedad son
*

nermanentes, lo que equivaidria a la curaci’n con qui-
mioterapia de una -ierta fraccién de pacientes afectas
‘e enfermedad tumoral subclinica 0, por ‘el contrario,

on s~'0c transitorios y tras el seguimiento d& los gru-

pos control (tratado <con place .) y probiema (tratado

-on L-PAM asistimos a la convergencia de resultados?

1a demostracien de la superioridad en cuanto &
eficacia se refiere, de la poliéuimioterapié sobre la
monoquimioterapia en e’ tratamiento del caﬁcer de mama
avanzade (33,44,47,160) condujo al 'grupn del I1.N.T.
(27", al studio del efecto terapéuﬁico de 1z adminis~
tracisn prolongada de ciclofosfamida, sethotrexate y 5-
fluorurwucilo (CMF), en el periodo ‘ibfe de enfermedad
tratadas quirurgicamente de cancer.de mama y
en riesgo de enfermedad progresiva. Los
inicialmente comunicados por Bonadonna ¥
Y demostraron ia disminucioen, estacisticamente
significativa, de iog {ndicez e enfermedad recurrente
en el grupc de pacientes .ratadas.
i1 beneficio de la poliquimioterapia, evaluado
a los 27 meses del iriclo de tratamientn, sé extiende a
todos los Suggrupoe de pacientes, con independencia de
lz edad, el estado mensirual o el grado de invasién tu-
de los linfaticos axilaress. Jua publicacion pos=

tericr realizada por lc B au’ s (27, ha puesto




az diferencias en favor del grupo

tratado con CMF s¢ siguen manteniendp, aunque matiza-
as, tras geis afips da < puimiento. En efecto, la su-

pervivencia glcbal en el grupo tratado fue del 73,9%
frente al 64,5% en el grupo control. Estas diferencias
que carecen de significacién estadistica (p ° 0,122

ocbligaron a la estructuracisn de las enfermas iratadas

en subgrupos definidos nor el estadc menstrual. Proce-

Jiendic asi, los indices de supervivencia en el conjunto

de mujeres premencpausicas han reciultadn claramente su-
periores para el sﬁbgfupo tr.tado gque para el corress
porndiente control (p = 0,002>. En m&,afes-posﬁﬂencp&u*
cicas, por ol contrario, el beneficio del tratamiento

con CMF parece nulu (p = 0,57)(10).

1.5.1.1. =H#ficacia de 1la quimioterapia adyuvante en
relacis. con ciertos factores detcerminantes

del pronéstico.

Tal -ormo se ha indicado anteriormante los be-
neficive de la quimicterapia adyuvante parecen 1imita-
dos a determinados suégrupos de eufe mas. Conoquiera
que la terapia citotéxica no esta exenta de eiectos se-
cundarios nocivos para ld4s paciente y sus implicaciones

eon considirables, resulta de primor-
con precisién las c:. ucteris—

las enfermas para que la rela-




un valor

E1 numero de linfaticos axilares afectos por

tumor.

magnitudes

ensayos clinicos dirigidos a

la terapéutica adyuvante an

iulos linfaticos axilares afec-

86, 157,231,23%,249). Los re-

adictorios en ocasiones, pare-

beneficio de la quimiotera-

subgrupo de enfermas

invasién tumoral linfati-

1] a 3 adennpatias tumora-

Cuando aumenta el namerc de adenopatias afectas
N+, 4 o mas adenopatias tumorales) los resul-

cia global y libre de enfermecad en

premencpausicas sometidas a tratamiento de-

nuevamente que el beneficio se limita funda-

a ese sSubgrupo. Sin embargo, el hecho de

terapéutica los indices de recis




ntrados, %-anto para enfermas sometidas a tra-
tamiento adyuvante como para enfermas tratadas con pla-
cticamente iguales (86) sugiere que el
encia se deba mas

una verdadera

No es posible, a

ultados del ensayo

investiga-

de pautas de tiatamiento

las pacientes tratadas con

van, en general, mejor que las tra-

farmaco y éstas m:jor que las no

orrrendente sulta aun la escasa eficacia

:rapia adyuvante en el conjunto de enfer-

afectacion axilar. Se ha estudiado, en ausen-—

ia de afectaciérn aparente de los ganglios linfaticos,
1a utilidad de otros elementos como indicadores de alto
riesgo de recidiva tumoral, =ntre ellos el tamafio del
tumor, el indice de marcaje con timidina, la localiza-
cién del tumor en los cuadrantes internos de la mama,
el grado de diferenciaciin histolégico, la edad de la
enferma, la ausencia de receptcores para estrogenos Yy

rogesterona si bien .z informacién disponible acer-

[«

los resultados del tratami<ntc continuadc en caAn-

estadio I, no es uun suficiente, se puede




tratamientoc sistémico no debe ser una
mas cuyo estadiaje patolégi-

87,200,513,

concepto de masa

modelo de Goldie ¥

medioc o alto,

tumocrales gque que-

tratamientc abla-

numerc de drogas a wutilizar en

ser adecuado a esos contenidos y a

exi=tan células resistentes al

Asi, para N = 0, la masa tu-

estima en 10 células y puede

ilizacien de una unica drcga para

tumor; sin embargo cuaado

mayor (= 10°¢ Lt la cantidad de

con ello aumenta la probabilidad de

mutadas resistentes al farmaco.

justifica el empleo de, al menos,

jos farmacos para efectuar el tratamlento sistéemico.
Por ultimo, cuando el numeru de linfaticos afectos por
el tumor es 4 o mAs de 4, el tumor residual alcanza 10°
elementcs y existe cierta probabilidad de encontrar po-
blaciones celulares resistentes a dos drogas. En este
considera gque ] tratamiento adecuado debe

de una combinacién de tres o mAs farmacos que




clas ~ruzadas, para intentar

numero de enfermas.

razonable 21 aceptar que

uimioterapia adyuvante administrados
diverso grado de afectacién ganglionar
.fermas, ser curativos.

desarrollando

mas profundamente este problema.

ii) El estado menstrual.

ensayos iniciales ¢22,81) demostra-

muieres isvenes se beneficiaban del

complementaric, hoy dia se sabe

también los inc..es de supervi-

en el grupo

nopausicas sometido a peligquimiotera-

a (24,61,101,251). Quizas el aspecto mis debatido en
ectos trabajos sea la utilizacién, como punto de refe-

rencia, de series histéricas de pacierntes no sometidas

a ningun tratamiento tras cirugia. La comparacion de

los datos de supervivencia y de intervalo libre de
sintomas puede resultar falseada al no existir una dis-
tribucisn randomizada de las pacientes entre los dos

grupo eometidos a analisis ccaparativo (61, 198).




la adriamicina a las
(138) ha demostrado ser
definidos tanto por el

el unmero de . linfaticos

1.5.2. Tratamiento endocrino adyuvante.

importantes papel gque la terapéutica endo-
21 cancer de mama avanzado (46,102,148,
objetiva de remisiones tumorales y €’
elevado :ndice de respuestas observadas han conducido a
da de criterios utiles para la definicién de
de <cancer de mama con
subclinica probable que pudieran
de la manipulacién hormonal.

En 1.968 se inici: en Manchester por Cole ¥y

il

ccl. (56) el primer ensayo climnico encaminado a deter-

minar el valor de la castracisén profiléctica, como me-
dida adjunta a la cirugia, para el control de enfermas
afectas de cAncer operable de mama. Este ensayo, €n el
que entraron sélo pacientes premenopausicas —-con O sin
invasién de los linfaticos axilares-, demostré la efi-

cacia de la combinacisén terapéutica al incrementarse

d racientes asi tratadas,




un ensa-
irradiac { ca profilac-
conseguido ambos cbjetivos mien—
(225> no encontraron diferencias

la supervivencia a 3-5 afios. Tmpor-
hecho cefialadc por Nissen-Me-

de 3ue la administracien de
castradas eleva significativa-

de las pacientes de

observado &n grupos de en-—

cirugic y castracion.

este efecto por

a origea adrenal)

Es importante destacar que la combinacién ciru-

(castracién) y prednisona, e€n
s epn linfaticos axilares his-

como 1la




aliernativa a la guimiote-

-ancer de mama operado.

morbilidad, la

=0 25

terapautic probable-

de la hormonoteraplia como pro-

las medidacs locales (cirugia ¥y

edominante.

Seleccién de paclentes para el tratamiento

hormonal.

clinica a los variados tipos de
hormonal anteriormesnte

descritos, dista

En efecto, sélo una cierta frac—

ie cancer de mama

-

variable en furn-

hormonal instaurada- presenta una me-

weoplasico. For ello, la

ubgrupos de enfermas con

tratamiento hormonal reviste con-




determinacion de receptores hormonales.

de la accién hormonal
ubyacente tanto en la
de la terapia en-
1a década 1.960-
de los métodos de de-
Una de las
etapas 1lniciales para e. <Ges rrcllo de tales métodos
de derivados radiactivos de moléculas
elevada actividad especifica. En
(92), encontraron, en efecto, carre-
acumulo de hexestrol-?H en tumcres ma-
+3 al tratamiento hormonal ablativo,
la cirugia, era ca-
molécula marcada, inyectada intra-=

dal tratamientoc hormonal re-

Por el contrario, en ausencia

¥y 0l (134) iniciarcn una nueva apro-

ximacién al cornucimiento de los mecanismos de accion
hormonal demostrando, en animales de experimentacién,
1a molécula de estradiol tri-

Este acumulo de la hormona

lanco” de la accion es—
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(1302 ; jense (1 ) postula que
estradiol por I C 1a "blanco" se
receptora de coeficiente

z que el 17-B-E: penetra

pasiva. Este complejo R-E

hormona al nucleo mediante un Pproceso,

de la temperatura, gque consume receptor 9,5
icl complejo R-E nuclear de cpoeficien-

ser el resultado de la

Posiblemente la proteina

"transportador" del E: ¥ la

celula sSpo a la accién hormonal por un mecanismo

independiente de la molécula citoplasmatica.

(136) encontraron recep-
estrégenos en el tejido tu-

afe~tas de céAncer de mama. Desde

especulando incesantemente con la

Los ultimos afics han presenciaco un desarrollo
vertiginosoc de los métodos de medida de receptores asi
como ia aparicion de innumerables publicacicT.es

83,1857 referent unas veces a la utilizacién de los
tumoral a una de-
y otras al disefio de

diversas encaminadas al con-




de la mama.
la nocién de
improbable a cualguier tipo ¢ terapia endo-

L3

ausencia de receptores, la prediccisn de res-
rable en un determinado porcentaje de cascs
(55-60% aproximadamente: y la apari-

ie un método raciocnal de seleccién de

tratamiento hormonal.

cancer de mama | importancia de la de-
cuantificaciéen de los receptores estrogeéniccs

ios siguientes hechos (178):

ausencia de receptores citoplas-—
en el homogeneizado de un
ara diferenciar la hormcnodependen—

endencia del tumor en cuestion.

ric- a la manipulacion hormonal a que han sido someti-

das las pacientes afectas.

En alguna medida el fenotipo del receptor y so-
de concentracisén intratumoral es, ©
de diferencias de comportamiento de

componen. L pes




=nido importantes conse-

ido, por un lado, es-

de cancer de mama

acuerdo con la

arma terapéautica snmpleada (pvariectomia,
quimicterapia, quimio mas hormonotera-
conferir con eficacia inesperada

1 de tratamiento adyuvante

87).

Receptores de estréogenos ¥y pronéestico en

cAncer de mama.

evigencia del papel como elemento
receptores estrogénicos en

Fue publicada por Knight y

En ella quedd demostrado que

del estado axilar, la edad, el tama-

1a localizacién de éste en la mama,

las pacientes con tumores RE+ recidivan menos que las

pacientes con fenotipo tumoral RE- y muestran, por otra
parte, mejores indices de supervivencia global. Poste-
riormente Maynard ¢(180C) y Bishop (17>, hiciercn notar
e ~1 fenotipo RE carecia de valor discriminante en el
pronéstic -nfermas con tumores en estadio I,

pero resu tal > valor fundamental en




(227) por un

Samaan y col.

supervivencia en

cuatro o mas nédulos axiiares positivos,

180> fueromn, por oira parte,
la exiztencia de una estrecha
receptor y el grado de
pcsteriormente

frecuente

el grado

(tumor esca-

y en virtu de

establecidas con el

toniades y Specior 82,

entre oiros, ha quedado
\tar un buen, 0O

alto




tumores RE- suelen pre-

entar escasa diferenciacién tumoral, bajo grado nucle-

wuestroc laboratorio (76) coinciden con lo anteriormente
expuesto. En efecto, ha sidoc posible demostrar que el
mejo- grado de diferenclacion tumoral, la ausencia de
defensiva del huésped (indicio de creci-

r lento y por tanto de escasa agresividad

presencia de elastosic tumoral, gque junto

de elementos tumorales constituyen

caracteristicos de diferenciacion tumoral y
desarrollo de ne-rosis tumoral (frecuente en

tum~res agresivos de rapida cinética) se asocian siste-

maticamente con el fenotipo RE+.

De todo ello, es fAcil deducir a a luz de los

datos actuales, que la caracterizacién tumoral definida

por la presencia o susencia de receptores hormonales se

presenta ccmo un elemento de primordial importancia en




Teoria actual de la accién estrogénica.

concentracién del RF os el factor

yeterminante de la sensibilidad celular a estrogenoe ¥y
antiestrogenos (147). Durante lus vltimos 20 afios se
llevadu cabo un consideratle esfuerzo para

los mecanismos moleculares a traves de los
ecteroideas regulan, tanto la ex-

como las funciones metabélicas o,

Sin embargo, a pesar de este

mayor parte de los procesos incluidos en

la captacién intracelular del estrégeno (224,300) y el
enlace de esta moiécula con la proteina receptora, asi

como las interacciones del complejo activado con la

cromatina y la cadena de acontecimientos que modula el

procesu transcripcional permanecen, hoy dia, confusos y
controvertidos. Los hallazgos bioquimicos (307) e
inmunocitoguimicos (152,220,221 recientes sugleren que

la mayor parte del receptor estrogénico funcional se




las proteinas acidicas no histonas
irtervenir cono escalones intermediarios

de la respuesta a la accioen hormonal.

La interpretacién actual de la accién hormo-
nal e=teroidea se muastra esquematicamente en la Figura

De acuerdo ¢ modelo (261), el estradiol

pasa a través de la célula hasta el nuicleo, bien por

o quizds enlazado débilmente a pro-

lacmAticas utilizando sitios de unién de
especificidad, ({(receptor tipo I1I> (54). En el
noclec interacciona con el receptor "no ocupado" y como
recsultado de esa interaccion se forma un complejo [RE-
E.-] activado (;.dimérico? (77)). Al menos dos formas
distintas del complejo activado se enlazan en la croma-
tina. Una de ellas puede ser extraida con solucién
=alina de ClK 0,4 M, mientras gque ia otra es resistente
a este vroceso de extraccion y puede estar asociada con

el DNA activo de la matriz auclear (106).




ESQUEMA DE LA ACCION ESTROGENICA
EN LA CELULA BLANCO

Citoplasma
‘ (Extraible en Tig)

ACTIVACION
Ne + v, ¥
Enlcces de 3 ;
baja afinidad
(TIPO 1) ?

|

/ ENLACE A
/ \ LA CROMATINA

| \ﬂ%

(Extraible en K,440) (\

Enzimas

SECRECION LQ‘QJ\E
\ %

(o]

MODIFICACION
POST TRANSLACIONAL

\

PROTEINAS




Sintesis y degradacicn del receptor.

~ono de ] acclien del 17-B~R.
1las de los 2 jidos hormonodependientes
incrementan su ritno roli o ‘ No se conocen, a
nivel molecular, las etapas intermedias entre la accion
explicacion, se utilizan tres

{26
a) La teoria de la acclién directa positiva, de a-
cuerdo con la cual el 17-B-E;, por si mismo, estimu-

laria la proliferacién celular en los tejidos "blanco"

de la accioén estrogenica.

b La hipétesis indirecta positiva mediante 1la
cual se sugiere que el estradiol desencadena la
sintesis y/o la liberacisn de un factor de crecimiento

(estromedina) que iniciaria el proceso proliferativo o,

de un factor facilitante (activador del

plasminégeno), que haria posible la invasién de los

espacios adyacentes, a nuevas células.

c) La tenria indirecta negativa que supone que el
17-B-Ea: 1) bloguearia la sintesis y/o la liberacién de
un “actor inhibidor especifico secretado por las célu-
las sensibles a la accién estrogénica; 22 neutralizaria

la accisn de cierto inhibidor existente en el plasma.




imprescindi

de esta proteina, pueden ie manera notable la
respuesta de la celula al est : Las técnicas de
de aminoacidos

'3Ce, han permi-

la relocidad de

sintesis ¥y 1 turnover receptor de estrogenos
(72,247). Se ha podido averiguar, asi, que la proteina
se scintetiza muy rapidamente (0,3-0,5 pmol /mg=xDNAxh)
(72> y que su vida media binlégica es corta (= 4poras
la fracecién extractable del receptor,

nsé6lico®, como para el receptor nuclear)

Se conoce también que la presencia del estradiol

en el medio de cultivo celular acelera los procesos me-

tabsiicos que afectan a la sintesis y degradacién del

receptor y, CoOmo consecuencia, acortan significativa-
mente su vida media bilolégica. Estos hallazges han
permitide postular gue las células hormonosensibles es-—
tan dotadas de ciertc mecanismo mediante el cual los
niveles celulares de receptor de estrcgenos pueden ser

Apida y precisamente regulados (727.




Efecio del crecimiento celular sobre los

veles de receptores de estrogenos.

han demostrado que

nncentracien del receptor en loe tumores de mama
sulta dependiente de ~ciertos factores entre los que
la edad; (1 ‘ 2¢5) la historia terapeu-

aciente y 1 celularid dal tumar (30D).

Cuando las investigaciones se llevan a cabo
utilizando madelcs tumorales (céluias MCF-7 en cultivo,
ejemplo) los niveles de receptor estrogénico se mo-—

~an en relacisén con determinadas condiciones del

que se han citado: a)l la exposicion

a sustancias de accién hormonal tales

prolactina (252), insulina (41) y estrégenos

el laboratorio de origen de las células

la fase de crecimiento en que se encuentre el

cultivo (34,64). Lo= resultados obtenidos han demos-
trado 1la existencia de una relacién inversa entre la
actividad proliferativa y la concentracién del receptor
¢133) y han puesto de manifiesto, por otra parte, que
en células sincronizadas el contenido en RE depende de
la . del ciclo celular en la que se encuentre,

predominantemente,




OBJETIVOS




QBJETIVOS,

i=tivos esenciales que hemos pretendido
cubrir mediante ol presente trabajo de investigacion

pueden ser resumidos en la forma siguiente:

OBJETIVOS CLINICOS.

1.1.- Determinacién de los indices de positividad y
negatividad de receptores de estrégenos y piogesterona

en cancer de mama humano.

g Apalisis de la evolucién de un conjunto
csuficiente de enfermas de cancer de mama operable y
fijacisn del valor ‘pronostico de ciertos i{actores
(tamafio del tumor, estado axilar, fenotipo del receptor

rado histologico de diferenciacién’.
y B g

Estudio de las relaciones de asociacion 0O
independencia del fenotipo RE com la edad (estado

menstrual), el tamafio tumoral, el estado axilar, el

grado de diferenciacion histolégica y el fenotipo del

receptor de progesterana.




indices de probabilidad
supervivencia iibre de

celementos anteriormente

OBJETIVOS EXPERINENTALES.

a cinética de proliferacien de
ondicicnes experimentales de cultivo

y analisis de la accion de hormonas estrogé-
y factores de crecimiento no

la actividad proliferativa de las

2.- Determinacisén de los niveles de receptores de
estrégenos y progestercna en condiciones de rapida y

lenta cinética de crecimiento del cultivo.

Es+tudio de la relacisén existente, si la hubie-

entre concentracién de receptores de estrégenos Yy




vencia
EGF) csaobre 1la

y de progesterona en cultivos de

NEB=-T7

as hormonoindependientes

erivados de la deprivaciaon del

suplemento de suero de feto de ternera y valoracién, en

distintas situaciones experimentales, de los cambios
ab en la concentracién intracelular de recep-

;s es hormonales.




MATERTAL Y METODCS




MATERIAL Y METODOS.

2.1, INSTRUMENTACION,

Congeladores.

Para 21 almacenamiento de muestras hemos utili-

zado un arcén congeiador, marca Selecta modelo 455,

capaz de alcanzar la temperatura de -80°C. La tempera-

tura de operacién durante todo el tiempo que ha durado

este trabajo ha sido de -70°C.




Camara frigorifica.

lizado una

.1.3. Pulverizador.

La fragmentacion del espécimen tumoral mamario,

ultracongeladc en nitrogeno liquido, se ha realizado en

un pulverfzador que actua por percusion y permite la

transformacién er _olvo de la muestra tisular.

i & Homngeneizador.

sbtencisn de la fraccién citosélica he-
mos utilizado un homogeneizador Braun cuya velocidad de

se puede regular entre 15C y 1.500 r.p.m.




Ultracentrifuga.

S U A e 3
cOndicliones Qe

citosol fuertn

rifuga convenciocnal,

Beckman, del 7-6. dotada con una unidac¢ adi-

marca

de , L permite centrifugar mues-

baja temperatura.




sl

8.

fugacion simultanea de

1200 muestras).

Centri fuga.

centrifugacisn componentes de
teracison a temperatura ambien-—
centrifuga marca Kokusan, con
tubos de 1,2 cm de diametro,

de alcanzar velpcidad de 3.000 r.p.m.

Contador de centelleo liquido.

stil:zado un espectrometro de centelleo

eckman, modelo LS2800, de Beckman Ins-
Irvine, California, U.S.A., con capaci-
£48 muestras gue pueden ser analizadas

2n tres canales energeticos.

ie ~antellec se fundamenta en la con-

por el trazador radiactivo en fotones

quedar dicha radiacién atenuvada, o frenada, en

materiales., Cuando e1 material centelleador es




srial radiactivo,

ser analizado en con-

“centelleo liguido®* consta,

El disolvente,

la muestra. 1 proceso de centelleo resul-

ta afectado por la naturaleza y la cantidad de cada uno
E] Aatomo radiactivo, que puede

estar incorporado a una molécula mas

desintegrarse a las moléculas del

iergia transferida en procesos de ex-

las moléculas de soluto y si la

la transferen-

soluto puede ser cuantitativa. Los so-

de forma tal que el rendimiento de este
=forencia de energia sea elevado y que

a nivel basal ocurra por fluores-
predominantemente (rendimiento = 90%) con emi-
fotones luz cuya longitud de onda sea eficien-

tubos fotomultiplicadores comer-




ones son emitidos

utilizando unos

la mitad de

dos tubos

Cuando sobre

fctomultiplicador incide un numero suficiente de
fotones se genera un impulso eléctrico de voltaje pro-

~ional al numero de fotones luz detectados.

stos procesos puede ser

mecanismos gque se denominan

o extincison, para cuya co-

acudir a procedimientos experi-

determinados cAlculos matematicos

ces de relacionar el "gquenching" comn la eficiencia

contaje.

El equipo | por nosotros corrige, de

manera automatica, 1 i ( e la muestra, haciendo

del procedimiento de - : canaies externas y
{3
ilizando Cesin-137 como fuente radiactiva e#2terna.




-tuadaz preseleccionandc un
minutos?) © acumulando un NUXEro
que el error estadis-
1% y sustrayendo de la
recuento experimental (CPM) el valor nume-

la radiacién de fondo.

2.1:9, Espectrofotémetro.

Hemo ‘ un espectrofotémetro ultra-
violeta/visibl Ba modelo 34C de Beckman Instiru-
Irvine, U.S.A., dotado de doble haz, con

de operar entre 190 y 700 nm Como acceso-

dispone de un registro grafico e im-

una bomba peristaltica para intro-

la cubeta de

de las experiencias realizadas
estandar de vidric (para de-

éptica en la zona visible

un centimetro de paso de luz, o de
absorbancia en UV) de las mismas di-
volumen de muestra a analizar era

{ crocubetas de cuarzo.




Balanza de precisién.

pH metro.

la regulacison del pH de los medios de

cultivo celular o de los tampones empleados hemos
utiiizado un pH-metro suministrado por la firma Orion
Research modelo 501, cuya precision se estima en (,01

unidades de pH.

2.1.12, Estufa para cultivos celulares.

ur incubador ASSAB T-304, ter-

on regulador de dioxido de carbono. Las

axperiencias Cl ' se llevaron a caboc a la tempe-

ratura de 37°C i con 5% de C0z y atmésfera satu-
~ontrol, tanto de temperatura cOmO
automaticamente mediante dispo-

La saturacion de vapor de agua

burbujear =1 CO2, inyectado en al in-

da dos cubetas llenas de agua desti-

nsor térmico se situa en tars




Para
ge utiliza un
idad termica
capaz de detectar camblos emn el

ivel de COz gque superen al intervalo de = 0,1%.

Camara de flujo laminar.

Yemos utilizado una cabina de flujo laminar, su-

ministrada por Flow Laboratories, para prevenir y evi-

tar la contaminacién biolegica de los cultivos celula-
La circulacisn de aire en direccién vertical, com
velocidad mAxima de 0,46 m/seg., se consigue mediante

un wentilador,

£{l1tra antes de entrar en la cabina y

rendimiento 10 ccn de filtracién (99,997% de
retencisn de todas las particulas mayores de 0,3 p de
diametro) garantiza el mantenimiento de las condicicnes

de asterili : . para llevar a cabc todas las




Microscopio invertido.

invertido OQOlympus

y 40X y ocu-

g L L Unidad de filtracion.

stemas de filtracion asépticos

Millipore 10 previamente esterilizados en
autoclave. icho sistema consta de 2 receptaculos, el
superiocr 0 cc. de capacidad, para introducir la
sustanci 133 y el inferior cecn igual capa-
liquido filtrado. fmbos recepta-

por una membrana de filtracion

de poro y 47 mm. de diametro, ti-=

2.2, REACTIVOS,

.2.1. Hormonas radiactivas.

comc hormona radiactiva estrogénica hemos uti-

=1 2-4-6-7-°H-17-B-estradiol, sumin strado or




3 -

- — a] Tw - P ol -, BT ¢
rsham Internmaticnal PLC,

Inglaterra, con ac-
wecifica entre 85 y 110 Ci/mMol y de concen-

1 mCi/ml. La pureza radicquimica

superior al 97%. Para

soluciones stock se

almacenaron a temperatura de -20°C. En estas con-
diciones, la casa suministradora especifica una descom—
posicién inferior al 1% por mes de almacenamiento.

ingan ensayo se reallzé utilizando un vial que hubiese

ectado almacerado un tiempo superior a tres meses.

Para determinar la cuantia de receptores de
progesterona el producto radiactivo utilizado ha sido

la 17-a-metil-*H-promegestona, suministrado por New

England KNuclear, Boston, Mass., U.S.A., con actividad

especifica entre 77 y 101 Ci/mMol y concentracion ra-
diactiva de 1 aCi/ml. El almacenamiento de las solu-
ciones madre csiempre se realizé a -20°C de temperatura
y en ausencia de luz, condiciones en las que la veloci-
dad de descomposicién se ha estimado 2n 1,5% por mnes.
Nu =2 utilizé en ningzun ensayc una solucién radiactiva

astado almacenada un periodo de tiempo su-

perior a tres meses.




Hormonas no radiactivas.

hormonales utilizados como
los ensayos de
progestercna han sido:
7-B-estradiol (Sigma E-8875)
Dietilestilbestrol (Sigma D-4628)

17-a-metil-promegestona (R-5020) (Russel-

lTWeti1—21~hidroxi—19~norpregn—4-ene-3.20-

dione (ORG-2058) (Organon Co.)J.

Progesterona (Sigma P-0130).

Como sustancia de accién antiestrogenica y

para sincronizaciéon de la linea celular
hemos empleado el hidroxitamoxifeno

suministrade por Ici-Pharma (ICI-

2.2.3. Soluciones tampon.

Para la homogeneizacion tisular, la obtencion

del citoscl y la preparacién de las curvas estandar de

estradicl y promegestona s2 ha empleado come disolucién

tanpén la constituida por:
Tri=—-hidroximetil-aminc-metano: 10 mM.

(Merclz).




acido clar-

.2.4. Carben dextrano.

~smo adsorbente de la fraccieén libre de la

hormona radiactiva se ha empleado una suspension de

carbén activo (Sigma’ en la proporcien del 0,5%,
recubisrtc con dextrano T-70 (0,05%) (Pharmacie Fine

Chemical) en sclucién tampén.

2.2.5. Liquido de centelleo.

En la medida de la radiactividad de la hormona
incorporada, especifica o inespecificamente, al mate-
rial biolégico empleadc hemos utilizado como mezcla
centelleadora Normascint-22, suministrada por los labo-
ratorios Scharlau, Espafia. Esta mezcla esta constitui-

por: PPO (4 g/1), POPOP ¢0,5 g/1>, Triténm X-100
(100 ml) y Tolueno hasta completar 1 1i¢re  Cuairdo iA
cantidad de agua incorporada al vial superé la capaci-

dad de disolucisén de la mezcla, se adicionéd etanol ab-




2.2.6. Medios de cultivo celular.

Como medic de cultivo celular se ha utilizado

¥edio Esencial Minimo con sales de Earle (MEM)> (Gibeo

Big-cult, Ltd. Scotland) suplementado con 10% de suero

de feto de ternmera (FCS) y antioiéticos (Penicilina 100

feto de ternera se inactiva antes de su
tratamiento térmico a 56°C durante 30 mi-
se regula a 7.56 utilizando bicarbonato
ug/ml (Merck) y Hepes 20mM (Sigma)l. Los
preparados, son reesterilizados

de unidades de filtracioén

0,22 p de tamafic de poro.

1a realizacisén de los subcultivos celulares
y para la cuantificacion de los elementos celulares

presentes en el cultivo hemcs utilizado una solucién de




capaz de
sopoerte.
HANK'S el tapiz ce-
una cantidad determinada de la disolucior anzi-
matica ce aflade a | disc o cajas de cultivo se
deja actuar durante menos de 8 minutos a 37°C. La
sension resultante, transferida a umn tubo, sce cent:

., durante 10 minutos a 4°C,

2.2.8. Precursores marcados.

En las experiencias que tienmen por cbjeto walo-

i rporacién ¢.lular de compuestos

que forman part ] emos utilizado comoc precursor
timidina marcada ¢ 4o (metil-?H-timidina, SHTAR,

Amer=han).

2.2.9. Factores de crecimiento.

Hemos utilizado en este trabajo Epidermal Growth
Factor (EGF), suministrado por la firma comercial igma
como liofilizado esteril. A partir de él1 se preparo,
por disolucién en HANK'S una solucién stock de 10 pg/ml
y se guardaron partes alicuotas de 1 ml de esta diso-

.~

lucién a -20°C hasta el .omento de su UusO,




MATERIAL EIOLOGICO,

Muestras de carcinoma mamario humano.
Para la de‘ercinacién clinica del ensayc de re-
de estrogenos y progestercna hemos dispuestc
rio tumoral maligno, obtenido en el acto

zada parz el diagnestico histnlegico,

Antes de su procesado, las muestras se limpian

jido grasc y necro’ico, y se lavan en solucién

para evitar la presencia de contaminantes
postericoridad se congelan en nitrégeno
se aimacenan a -79°C. El periodo de tiempo

sscisién quirargica y la congela-

~aso los treinta minutoes, du-

Serie clinica: Caracterisiicas.

nte trabalo estudia una poblacion de 109
de carcinoma mamario sobre cuyas

(tumor primaric o metastasico) se ha




de estrogencs.

cuantificado ta.an-

las caracteristicas generales de la serie eliri=
su distribuciocn segul! edad, estado menstrual,
tipo histolégico, estadio clinico de la enfermedad,
presencia o ausencia de afectacién tumoral de los lim
faticos axilares y tratamiento al que han sido someti-

tes figuran en las Tablas II-1 a I1=6.

Q)

2.3.3. MNodelo bioclégico de cAncer de mama.

igacion en cncologia se apoya sabre

33 CAncer humano; b) Tumores tras-

ntados e mal inmunocompetente; <) Lineas ce-

lulares tumorales establecidas. Los esferéides tumora-
les, agrupacisn de células de estructura tridimensional
gue pueden ser obtenidas a partir de cultivos de célu-
constituyen un modelo de reciente in=

estudio del cancer (2) de comple-

los tumores "in vivo® y los cul-




TAPRLA T 1—%

DISTRIBUCION DE LOS CASOS ESTUDIADOS
SEGUN LOS INTERVALOS DE EDAD

Intervalos (afios) ng casns

< 20 =
21 a 30 2
31 a 40 12
41 a 50 31
51 a €0 20
£l a 70 25
71 a 80 19

> BO =

EDAD MEDIA DEL GRUPO = S& afios
RANGD = (27 a 80 afios)




CLASIFICACION DE LAS PACIENTES ESTUDIADAS

U ESTADD MENSTRUAL EN EL

K

ATENDIENDDO A S
MOMENTO DEL DIAGNOSTICO

Ectado mernstrual ne casos




HISTOLOGICUO EN

]

ESTUDIADA

Juic L infiltrante

581

iobu
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L Vo ma
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IBUCION DE LOS CASOS ESTUDIADDS
EL ESTADIO DE LA ENFERMEDAD

Ectadio £linico casos

Estadio

E=ztadio

Eatadio

Ecstadio




TABLA I11I—95S

GRADO DE AFECTACION AXILAR EN LA
SERIE CLINICA ESTUDIADA

Afectacién ganglionar axilar

Ausente
Presente en 1 a 3 ganglios
Presente en 4 o mos ganglios

No determinaca

TOTAL CAS0S ESTUDIADOS




TAEBRLA TI—O

DISTRIBUCION DE LDOS CASOS ESTUDIADOS
DE ACUERDO CON EL TRATAMIENTO REALIZADOD

Tipo de tratamiento

CIRUGIA
Tumorectomia-biopsia

Mastectomia simple

Mastectomia radical modificada
TOTAL CASOS TRATADOS (100%)

RADIOTERAPIA
Mama completa

Mama en "L*
TOTAL CAS0OS TRATADOS

QUIMIOTERAPIA
Régimen CMF
Régimen FAC
TOTAL CAS0S TRATADOS

HORMONOTERAFIA
Castracién radiolédgica

Tamoxifeno
TOTAL CASDOS TRATADOS




ie modelo

parciales de las

origen al tumor clinico (213)
parte, la neoplasia puede ser considerada comc un cre-
cimiento celular gue responde positiva o negativamente
a ~oncentraciones fisiolégicas o farmacolégicas de
ciertas hormonas y drogas. La posibilidad de aisponer
de una poblacién celular homogénea y controlar de mane-
ra precisa la composicién de los mediocs nutrientes uti-
lizados para el cultivo celular, ha permitido el desa-
rrollo y la aplicacién de modelos tumorales sencilios
para el estudio puntual de alguno de los aspectos fun-
damentales en investigacién oncolégica. De modo esque-
mAtico Freshney (96 ha resumido las principales Areas
de aplicacién de los cultivos celulares en la investi-

gacién biolégica (Figura 2.1),

. 3:8.1. Cultivos celulares.

las células de mamifero cultivadas durante lar-
gos periodos de tiempo "in vitro" crecen en un medio

ambiente distinto del que las rodea "in vivo". Cada

tipo celular, obtenido de diferentes érgapcs, puede re-

querir "in vitro" distinta composicion de rnutrir-tes en
el medioc de cultivo para mantener su crecimiento y para

ccnservar sus funciones especializadas (71)




AREAS DE INTERES EN
CULTIVOS CELULARES

— ACTIVIDAD INTRACELULAR
- Ej: TRANSICION DNA, SINTESIS, PROTEINAS ........

-~ FLUJO INTRACELULAR
- E]: RNA, HORMONAS, METABOLITOS

= ECOLOGIA
=Ej]: CINETICA, PROLIFERACION
- ACCION DE DROGAS

=~ INTERACCION CELULA-CELULA
- E]? COOPERACION METABOLICA
— INHIBICION POR CONTACTO/ DENSIDAD......




de cultivo y de los su-
vara la replicacion celular viene
determinada t caracteristicas de la célula que se

studlar

Para clasificar las células y orientar al inves-
tigador acerca de sus requerimientos nutricionales pue-
den utilizarse los siguientes criterios:

a’ Cariotipo.

b Parametros de la cinética de proliferacién.

c) Crecimiento dependiente o independiente del

anclaje.

Inhibicisén de la multiplicacién celular me-—

diada por la densidad de elementos en el
~ultivo (inhibicién por <ontactoo.

Pruebas morfolégicas y/o biolégicas para la
definicisn de Dbenignidad o malignidad
celular.

Etapas y estadio final del proceso de dife-

renciacioén celular.

En general los requisitos minimos para el creci-
miento "in vitro" de las <células pueden <er de dos

tipos:

L Condiciones fisico-quimicas del medio am-

Se incluye aqui la temperatura (crecimiento




acisn de hidrogeniones en el
gptimo; ¥ la ccmolaridad (260 a 320

21l potencial 6xido-reduccion.

27 Composicién del medio de cultivo. El medio
nutriente para el crecimiento celular debe inclulr en
disolucién todos los constituyentes necesarios para que
la ce { ] ases del ciclo aitético: amino-

nuclessidos, vitaminas, sales mine-
rales y oligoelementos. Ademés son necesarias clertas
moléculas organicas capaces de suministrar energia,
fundamentalmente glucosa y otros conponentes que las
células encuentran en los fluidos biolégicos. Para
suministrarselos, a la disolucién anterior se adiciona
en propercién variable (5-25%) suero de feto de ternera
(FCS) que aporta albimina, globulina, otras proteinas,

y polipéeptidos de naturaleza hormonal, Lhormonas no

proteicas, metabolitos y factores de crecimiento (96).

Hoy dia resulta facil afortunadamente la
eleccion del medio de cultivo apropiado puesto que
muchos estan disponibles en @l comercio. Al mnismo
tiempo ia fabricaciéen de cajas y discoes de plastico
especial (poliestireno) tratado con polimeros como la

~1i-D-iisina o el colageno, facilitan la aplicacién

practica de las técnicas de cultivo celular.




evitar la ccntaminacion bacteriana y de

levaduras y hongos es habitual el empleo de medios de
cultivo suplementados con antibiocticos. De entre
lo= mAs usados son la penici 'na y la estrepto-

micina para suprimir los crecimientcs bacterianos y la
gentaricina para prevenir el desarrollo de mycoplasmae

en el medio de cultivo (310).

Linea celular NCF-7.

' La linea celular MCF-7 fue iniciada por Soule Yy

col. en 1,973 (263) a partir de un derrame pleural ma-

ligno de una mujer postmenopausica con infiltracién me-

tastacsica de carcinoma ductal infiltrante de mana.

Su gran difusién como modelo experimental de
cancer de mama puede ser atribuido a que se trata de la
primera linea celular documentada que posee receptor
estrogéenico positivo (3% y responde & camblos metabé-
licos y estructurales mediados por la accién de los es-

trégenos (28,168, 297) .

lLa linea celular MCF-7 posee, ademAs, receptores
especificos para otros agentes hormonales tales como:
andrégenos, progestagenocs, giucocorticoides, vitamina

D,., hormonas tiroideas, prolactina, insulina y caici-




asztimuladores del cre:cimiento

Fl patron de crecimiento de las células MCF-7 en
cultivo en monocapa e ajusta a una curva sigmridal ti-
pica con tres fases claramente definidas: fase "lag" o

fase de crecimiento exponencial y fase de
"plateau" c© meseta. Efectivamente, es facil comprobar
que, tras la siembra del cul:ivo (Figura 2.2), cuando
los elementos celulares son escasos y la densidad de
ciembra (numero de células/superficie) es baja, el in~
dice de replicacion celular aparece bajo también, hecho
que se traduce en tiempos de duplicacién tremendamente
largos (= 24 dias) (301>, La duracién de esta primera
fase es muy variable y parece estar determinada por el
estado de crecimiento de las células utilizadas para la

siembra inicilal (272).

La utilizacién de células separadas de cultivos
con gran densidad de elementos y que, por tanto, se en-

cuentran en fase de "plateau", es decir con bajo indice

proliferativo, o lo que es igual, con baja proporcién

de elementos celulares en el ciclo divisorio respecto
al numero total de componentes de la poblacién, influye
junto con otros factores de tipo metabélico y de auto-
rregula.ion la velocidad de multiplicacién del

cultivo.
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existe u fenomeno de

rm‘ nados peptidos gque actuan

crecimi .nto ~eneral de la poblacién. Su
la hormonorreceptividad -esta aun por

esclarecer (2987,

Tfras .a ce "_ag" y pasado un t.empo variable
deprndiente de factores microambientales y metodolo-
gi_os, se observa un rapido incremento de la prolifera-
cién cmlular, lo nal motiva que @l crecimiento celular
se ajuste 2a una nueva fase qua se denomina fase
exponencial. la multiplicacién de lcs elementos en el
~ultivo es tan rapida que er el examen microscépice

uede observarse la disminucién paulatina de los espa-—

cs libres intercelulares.

la fase de crecimiento exponencial, por otro

lado, sirve para realizar el célculc del tiempoc de

duplicacisn (TD) de esta linea celular. Asi, ei. TD en-

contrado en nuestro laboratorio para la linea celular
MCF-7 es de 40,0 % 5,7/ horas (301>, .iempo que est& en
concordancia con el apuntado por otros autores

Scbre este parametro se admite na rela-

variabilidad determinada por las condiciones del




-2 realicen cambios regulares del medio
je cultivoc celular con el consiguiente aporte de nuevos

materiales nutrientes, lo cierto es gue los elementos

in

elular=z llegan a un ecstado de preconfluencia. situa-
cién =zu. la que se produce una perdida de elementos por
muerte celular y despegue de los elementos no viables

del soporte sélido. Fsto hace que el medioc ambiente se

{tus y sustancias potencialmente téxicas

para el resto de las células. Tode ello conlleva una
modificacién en el ritmo de crecimiento por disminucién
jel pnumero de elementos celulares en la fase activa del

ciclo y por tanto un aplanamiento de 1la curva de

crecimiento (fase de meseta).

2.3.3.3. lLinea Celular EVSA-T.

La segunda linea celular utilizada en este tra-
baio denominada EVSA-T, fue puesta en cultivo por pri-
mera vez en 1.976 a partlr de un liquido ascitico me-
o de una paciente afecta de umn carcinoma ductal
{nfiltrante de mama (168). Sus caracteristicas e indi-
es de respuesta a diferentes sustar ~ias capaces de mo-

i anto han sido estudiadas exhaustiva-
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mente <74,129>. La diferencia primordiai ccn la linea
celular MCF-7 radica en la ausencia, en esta segunda

tores estrogénicos y de progesterona, Yy

1iaea, de recep




por tantoc la no respuesta a la accién de las hormonas

estrogénicas ni a las progestagenas (129 .

El patrén de crecimiento de las celulas EVEA-T,

[

al dgusl que lag MN_F-7, e cultivo en monocapa &e

adapta a una curva sigmoidal tipica (Figura 2.3) con

una clara definicién de las fases: lag, exponencial y

de meseta. Para la linea celular EVSA-T es muy varia-
e la duracisn de la fase lag. Sobre la zona corres-
pondiente a la face de crecimiento exponencial es posi-
ble deducir el parametro del tiempo de duplicacién,
que, en nuestro laboratorio ha resultado ser algo infe-
rior que el encontrado para la MCF-7, ofreciendo un va-
lor medio de 30 + 3.0 hcras, dato que resulta concor-
dante con los obtenidos, en otros centros (69). Por
aitimo, la cinética de] crecimiento define una fase de
plateau, de horizontalizacien de la curva sigmocidal
ccasionada por el estado preconfluente de las células y

el acumulo de detritus.
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Otro material.

2.3.4.1. Frasct y discos de cultivo.

Hemos utilizado, para 21 almacenamiento de las
células en cultivo, frascos Costar 3050 y 3075 de 25 vy
75 cm® de Area de crecimiento y de 50 y 75 ml de
volumen, respectivamente. Dichos frascos somn de plasti-

manera especial para proporcionar una

crecimientu celular éptimo. Estan esterili-

Asi mismo, se han utilizado placas tipo Petri,

de 35 x 10 mm, con un Area de crecimiento de 9 cm?
tratadas de igual forma que los frascos de cultivo,
marca Costar 3035, para la determinacién de receptores

a estrigenos y progesterona en las lineas celulares

Pipetas.

Hemos empleado pipetas estériles, taponadas con
algodén hidrsfobo, de volumen constrastado y capacidad
variable de 2, 5,y 10 cc. Son de tipo Costar empaque-

+adas individualmente y estériles: 4105 <10 ml); 4051




¢ ml) y 4021 (2 ml>. Hemos utilizado ftambién pipetas

tipo Pasteur, ce vidrio, Lab. Ciinics PFV/SG y PPV/6.

2.3.4.3. Filtros.

Para esterilizacion de pequefios volumenes se han

utilizadc filtros de un solo uso tipo Millipore HAWr

02500 con membrana porosa de 0,22 u.

2.3.4.4. Otro material fungible.

Cuando las experiencias lo han requerido hemos

utilizado:
Tubos de polipropileno con tapén de rosca,
y fondo cémnicn, de 13 ml de volumen, estée-
riles.
Micropipetas Lab Cliniecs
Viales para contadores de centelleo.

Erlenmeyer, prcbetas, matraces, vasos de

precipitado, embudos, etc.




METODOS,

Estimacién de la probabilidad de supervivencia

en pacientes afectas de cAncer de mama.

Para cbtener una aproximacién a la probabilidad
de supervivencia global y de intervalo libre de enfer-
medad en cancer de mima, hemos utilizade los datos ex—

a

traidos de: estudio de las 109 enfermas qu- constituyen

nuestra serie. El tratamiento de datos, siguiendo las

nbservaciories de Kaplan y de Remington (145.226).‘in-
cluye la obtencion de una tabla de prcsecuciéﬁren la
que las paclentes scn seguidas durante periodos de
tiempo variables, puesto gque ingresan en la éerie en
distintos instantes del tiempo de duracién del ensayo
clinico y la longitud de su vida (o su intervalo libre
de enfermedad) es también diferente. Para construir la
tabla de prosecucién de vida se necesita:

13 Un punto de referencia exactc que, en este
estudio, io constitu; & fecha en la gue s¢ efectua.el
tratamie:to ini

2) La duracién del de seguimiento de

~ada una de la: umnas de 1la tabla tienen los

siguientes significados:




INTERVALO: Tiempc en meses a partir del
punto de referencia.

J: ¥umero de orden del intervalo.

n,: Yumero de enfermas observadas (vivas o
libres de enfermedad) por lo menos X meses
después del punto de referencia. ("X" debe
estar incluido en el intervalo correspon-
dienta)l.

n';: Numerc de enferﬁas que superan el
periodo de observacion que corresponde a

cada intervaio.

§: Nomerc de pacientes que mueren (o

recidivan) en cada intervalo.
- n's

P;: Proporcién de mujeres que sdbreviven (o
ectan libres de enfermedai) al cabo de
ciertc tiempo de observacisn. Para
sobrevivir X meses, la paci ‘e ha de
superar todos 1los intervalos ante ches a
aquel que contiene a “X". Para calcular P.
han de multiplicarse los datos de
probabilidad individual que corresponden a
cada intervalo anterior al consideiradc como

limite. Este ultimo también se incluye en




el producto. ez pues, una probabilidad
compuesta.

ERROR TIPICO: El error tipico de cada
riobabilidad P. se calcula de acuerdo con

la expresion de Greenwood (1072
E = P. EC8./ns)C1/Cnys—84)) 1'7?
En dorde la sumatoria se extiende desde

X =20 = X = 7 siendo n el limite

superior del intervalo que se considera.

Ensayo de receptores de estréogenoe ¥y proges—

terona en cAncer de mama.

En rializacién del ensayo de receptores en

~&rcer de mama se distinguen los procedimientos que a

continuacién me especifi

> 8.2:1.; Obtencion del citosol.

Los especimenes tumorales ma.uarios, congelados
en nitrégeno liquido ¥ almacenados a -70°C hasta el
momentc del ensa) se pulverizan a baja temperatura

mediante un ist de percusién construido en acero




se adiciona un

tres o cuatro veces superior

La suspensison resultante se
Vidrio-teflén, 10 pulsos de S
300 r.p.m., en bafio de hielo

fundente.

Para separar las membranas, lac organelas y los
nacleos de la fraccién soluble citosbdlica, la nmuestra
e somets a ultracentri.ugacion (100.000 g, a 4°'C y du-
rante 1 hora). El sobrenadante obtenido trasz este pro-

ceso constituye el citosol.

Cuantificacién de proteinas.

Para el analisis de la concentracion de pro-

teinas en el citosol hemos empleado el procedimientu e

Bradford (2@ quf esta basado en el cambio de color de

Vun colorante (Azul Coomassie Brillante’) en respuesta a
diferentes concentracicnes de prote.na. En presencia
de proteinas el col: 7 en solucisn Acida, desplaza
su maximc de absorbancia d 465 nm a 595 nm, debido

al enlace ¢ t nt asta y las moléculas

protéeicas.




Los reactivos necesarios para la realizacion del

ensayo han sido suministrados por Bio-Rad y son los
iguientes;

al Disolucién concentrada de colorante. Con-
tiene cantidad suficiente para la realizaciéa de 450
ensayos y el Azul Comassie Brillante se encuentra di-
suelto en una mezcla de acido fosforico y metanol.

b)  Estandar de proteinas: vial conteniendo al-
pomira bovina liofilizada. El procedimiento analitico

incluye la dilucién del colorante (1 volumen de colo-

rante en 4 volumenes de agua destilada); la reconstitu-

cion del estandar, de ccncentracién proteica conocida,
en 20 ml de agua destilada para obteaer una concen-
tracicsn final de 1,4 mg/ml (de ella, y por diluciones
sucesivas se cbtienen los puntos de la curva de cali-
bracisn (200-1.400 ng/ml)); y la mezcla de 0,1 ml de
cada uno de los estandares y de los _problemas, por
duplicado en tubcs.de vidrio, <on Slml de colorante di-
luldo. Después de agitar suavemente para obtener una
mezcla homcgénea se deja incubar durante un periodo de
tiempo coaprendido entre S minutos v 1 hora y se lee la
densidad sptica (D.0.) de las muéstras frente al blanco
(concentracisn protéica = 0) a 595 nm. La representa-
cisn de la recta patrén (D.O frente a concentracién de
proteinas) y la interpolacién en la misma de 1Qs.datos

de D.O. obtenidos para los problemas permite deducir la




2. 4. 2.3 Analisis de saturacion.

A partir de soluciones madre de 17-B-estradiol ¥y
17-a-xetil-promegestona, de actividades especificas
aproximadas en torno a 100 Ci/mMol se comnstruyen, por
dilucién en tampén Tris-ClH, sendas curvas patrén de
concentracisn conocida, con 6 .curva de estradiol) y S
puntos (curva de progssterona) respectivamente.

Las concentraciones ﬁtilizadas en el ensayo se

suestran en las Tablas 1I-7 y 11-8.

La medida de la radiactividad existente en una
parte alicuota de cada una de las diluciones de la
curva permite conocer el dato de la actividad total

existente en cada uno de los puntos del emnsayo.

La cantidad de r: »octividad enlazada al recep-

tor se evalua tras incubar una fraccién constante de
citosol (0,1 ml) con 0,1 ml de ~ada uno de los puntos
de concentracién conocida. Para conocer la cantidad
enlazada especificamente al receptor, el ensayo incluye
una serie paralela en la gque la reaccién hormona-recep-
cor se 1lleva a cabo en presencia de competidor
(dietilestilbestrol, 17-8-estradiol, progesterona O
17-a-metil-promegestona), todos 2llos no radiactivos,
en concentracién al menocs 400 veces superior a la que

alcanza la hormona radiactiva.




TREBLA II-7

CANCER DE MAMA
RECEPTORES DE ESTROGENOS,
ANALISIS DE SATURACIOCN,

Concentraciones finales de hormona radiactiva

y de cc.petidor frio en excesoc.

Dictilestilbestrol
3H-17-B-estradiol o 17-p-estradiol

10> M/1
10-* K/1
10° ¥/1
10° W1
10-'° M/1

10°'° N/1




CANCER DE MAMA
RECEPTORES DE PROGESTERONA,
ANALISIS DE SATURACION,

Concentraciones “inales de hormona radiactiva

y de competidor frio en exceec.

17-a-m=til-*H-promegestora Progesterona

10> W1

10> M/1

10 W1

10° N/1

10-'° W/1




La cuantificacisn de la cantidad total de
hormona enlazada y la medid  de la hormona ligada ines-
pecificamente permiten deducir por sustraccién la

magnitud de. enlace especifico.

La reaccién se realiza a .emperatura controlada
(generalmente 4°C> durante un tiempo también prefijado
(= 7" horas). 1.1 separacién entre las fracciones libre

&

v ligada al receptor se consigue por adsorcion de la

hormona no enlazada utilizando carbén activo recublerto

con dextrano (300 pl DCC por tube). Por aitimo, 300 pl
del sobrenadante obtenido por centrifugacion se mez. 1n
con 4 ml de mezcla centelleadora y el vial se Sou=te a
coataje en el espectrémetro de centelleo liguido.
Todos 1o0s ensayos se realizaron al menos por duplicado.
Los resiltados del ensayo se expresan en fentomoles de
proteina receptora por miligramo de proteina cito-

s6lica.

2.4.2. 4. Transformacion matemAtica de Scatr hard.

A nivel celular, los mecanismos de crutrol
genético, hormonal o alostérico de los ernzimas regula-
dores tienen en comun una propiedad basica: la 1inter-

entre un iiginde y sS. receptor especifico que

ieto acontecimiento bioguimico.
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ira nume? 1 LOCIOnhe nhasicas en ipvestigaciol
3  har irg.do, bDrecilsamente, ie estudio del

i 1la antr iianand (usualmente moleculas

3 y mWacromoles = ie interés biclogico Esta
imente aceptado gue los cambios conformacionales
dos por las interacciones ligando-receptcor son
itidos especificamente a la macromolecula o a ia
iad molecular responcable de l1a funcion bioqui-
Muchas macromoléeculas (prote:rnas, por ejemplo’
TOMETAS s=tan constituidas por dos o mAS cade-

=tico mediante el cual 1las cadenas individuales

peptidicas encajan unas con otras en la conforma-
nativa de una proteina constituye Su estructura
zrnaria. El término protomero se refiere a la ca-
polipeptidica individual; =21 términc subunidad se
ea frescuentemente para definir una porcien funcio-
de la proteina

Fn el equilibrio el proceso de enlace entre el

S1 ¢y la proteina receptora [P puede ser re-
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+ante de velocidad de formaciéon de

3

~onstante de velocidad de disociacién

(P8) 7 P> 5]

endo K la constante de equilibrio del proceso.

-
2 A

Si llamamos ¥ a la fraccién de proteina saturada

al numero total de sitios de

raccison de lugares no




{5)
combinando agt 2 ) q 1 ecuacioen del

- 4 14) R OF
equilibrio (&),

4l+ima ecuacién corresponde a la expresion
de una hipérbola rectangular, siendo por

tanto la representacién grafica de la fraccién saturada

proteina frente a 1a concentracién de ligando una

i

La ecuacisn (7) es analoga a la
iefine las relaciones cuantitati-

zaturada de la macro-




REPRESENTACION GRAFICA
DE LA ECUACION HIPERBOLICA

£ /2 Bmﬂx.

i = kd
-




cuando
xactamente al 0% d la capacidad de

la macromolécula. Para esta situacioén

(para ¥ = % Tea<)

(8)

podemos llegar a la conclusién de que la

equilibrio del complejo proteina-ligando
inversa de aguella concentracioén de 1li-
~ual la fraccisn de saturacién de la pro-

de su valor maxiao.

para la comprension de 1los
siguen, cambiar la notacion de
en base a la utilizacién de

(B> + ligando libre

ransformaciones algébricas de la

tipo Michaelis-Menten, que permi-




Ecuacién de Lineweaver-Burk (1047, tambien

de doble reciproca (Figura 2 9),

los valores reciprocos de

en abscisas el reciproco

nterseccién de la linea

ordenadas es el valor

de la antidad i de ligandoc enlazada

(1/Bus.), mientras que la intersecciocn com el eje de

abscicas ofrece el valsr absoluto de la constante de

asociacisn del compiejo.

Ecuacién de Hill (68): La representac?.n
{B/Baax / (1-B/Baax)l, en ordenadas,

la concentracison de ligando

una linea recta que correspon-

ecuacion

3) Representaciéon de Scatchard (244) (Figura

5 ). Se ha aplicado en todos los ensayos clinicos que

integran el presente trabajo. Puede ser deducida a

artir de




TRANSFORMACION DE LINEWEAVER-BURK
O DOBLE RECIPROCA




TRANSFORMACION DE SCATCHARD




(102
ic la fraccioen de

itios de (y) dividida por Ila
concentraciéon de ligando libre ([S1), freate al valor
de l1a fraccién (y), da una linea recta cuya pendiente
es igual a -K, mientras que la ordenada 2n el origen es
o1 valor de la constante de equilibrio (Figura 2.6).

Utilizando la notacion de ligando libre (F)

ligando enlazado (B) podemos escribir:
¥ = B / Baex

= KF (l st B/B-I)l)

Fi F = KB-.: ¥ B K

resentacién de B /7 F frente a B se denomi-

na representacisn de Scatchard y constituye uno de los

odos graficos mas comunmente utilizada en el anali-

datos experimentales de enlace mACTOmO—

—

de os

lécula-ligandc.

.4.3. Cuantificacién de DHNA.

Un procedimiento in irectc para cuantificar el
numero células presentes en el cultivo, consiste en
determinar, por méetodos biogquimicos (técnica de Burton




insoiuble a baja temperatura
5 N Asi, %tras una hora a

centrifugacion (10 minutos,

S el precipitado, del cual se

extrae el DNA solubilizandclo en acido perclérico 0,5 N

e calentamiento 2 70°C durante 20 minutos en
de esta disolucién se incuban,

+ivo de Burton durante 20 horas

entre el DNA hidrolizado ¥y la dife-
ido produce una coloracien azul ca-
un espectrofémetro a

dad éptica se compara com una cur-
ytilizando soluciocnes de concen-
origen bovino, (Eipa de

mizmo tratamiento gque




