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Abreviaturas

ABREVIATURAS.

aFGF: Factor de crecimiento fibroblastico acido.
bFGF: Factor de crecimiento fibroblastico basico.
Desv. Tip.: Desviacion Tirica.

EFG: Factor de crecimiento epidérmico.

MMPPs: Matriz metaloproteinasas.

MRM: Mastectomia radical modificada.

NOR: Regiones de organizacion nuclear.

pS3: Oncoproteina pS3.

PAI-1: Inhibidor tipo 1 del activador del plasminogeno.
PAI-2: Inhibidor tipo 2 del activador del plasminogeno.
PAI-3: Inhibidor tipo 3 del activador del plasminogeno.
PCNA: Antigeno nuclear de proliferacion celular.

pS2: Proteina estrogeno dependiente.

QTP: Quimioterapia.

RE: Receptor estrogénico.

RP: Receptor progestagénico.

scu-PA/pro-UK: Precursor del activador del plasminogeno tipo urokinasa.

SF: Factor “scatter” o factor hepatocitico.

t-PA: Activador tisular del plasminogeno.

TGF B: Factor de crecimiento transformador f.

TGF a: Factor de crecimiento transformador o.

Tie: Receptor del factor de crecimiento endotelial.

TMX: Tamoxifeno.

u-PA: Activador del plasmindgeno tipo urokinasa.

u-PAR: Receptor del activador del plasminogeno tipo urokinasa.
VA: Vaciamiento axilar.

VEGF: Factor de crecimiento endotelia!.
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Introduccion

INTRODUCCION.

I. EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE MAMA.

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en las mujeres
occidentales (McPherson, 1994), y por tanto, una de las principales causas de
muerte entre la poblacion femenina de edad media en los paises desarrollados.
Esta neoplasia esta convirtiéndose en una enfermedad de importancia creciente
en todo el mundo, hecho que lo convierte en uno de los problemas prioritarios de
salud publica, tanto desde el punto de vista preventivo como terapéutico.

Se estima que a nivel mundial se diagnosticaron en 1975 mas de 500.000
nuevos casos, y que para el afio 2000 se calcula una incidencia mundial que
podria superar el millén de casos nuevos por afo.

Las cifras mu~diales mas elevadas corresponden a la poblacion blanca
de Estados Unidos (Parkin, 1992; Borras, 1994) con unos valores que oscilan
entre 71,3 y 85,3 por 100.000 mujeres (tasas ajustadas), seguidos muy de cerca
por la poblacion de Suiza (61,6-76,1). El resto de los paises occidentales se
encuentran entre 50 y 60. En el extremo opuesto se encuentran las cifras mas
bajas de Japon (15,5- 22,7) y de China (19.6), aunque no estan demasiado lejos
de los paises europeos con menor mortalidad por cancer de mama. En Europa
se observan cifras bajas en Hungria (20,6-29,2) y Polonia (17,7-36,5) (Borras,
1994).

En nuestro pais, el cancer de mama causé la muerte a 1.015 mujeres
durante el afio 1990 en Catalufia, con una tasa de mortalidad bruta de 33,06 por
100.000 mujeres, similar a la presentada por Murcia y Navarra, y superada por
Tarragona. El registro de céncer de Granada ha servido para determinar que la
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incidencia de este tipo de neoplasia parice ser de gran importancia en las
regiones del sureste peninsular. Asi por ejemplo, la incidencia de cancer de
mama en el periodo de 1988-1890 se situd en torno al 47%, con una mortaiidad
del 22%, lo cual significa que aun sin ser tan frecuente como en otras regiones
el cancer de mama representa el 19% del total de casos diagnosticados de
cancer, y el 17% de las muertes por cancer en la mujer. (Datos del registro de
tumores de Granada).

El hecho de que la incidencia anual del cancer de mama sea cada vez
mayor y de que los remedios terapéuticos no progresen de la forma esperada,
conlleva la busqueda infatigable de nuevos factores pronésticos que sean de
utilidad para poder identificar los grupos de mayor riesgo de recidiva y muerte,
susceptibles de tratamientos mas agresivos, instaurados de forma temprana.

Asimismo, es importante identificar y controlar los posibles factores de
riesgo que inciden en la aparicion de esta neoplasia. Estos factores pueden ser
de tipo genético, ambiental, dietético y hormonal, entre otros, y afectan al
desarroilo del cancer de mama controlando las diversas fases que componen el
proceso de carcinogénesis. El establecimiento de estos factores de riesgo puede
ayudar a aumentar la eficacia en la deteccion precoz del cancer de mama,
permitiendo la instauracion del tratamiento en fases tempranas de la enfermedad
y contribuyendo, por tanto. a aumentar Ias cifras de supervivencia, asi como la
calidad de vida de las pacientes.

En lo que respecta a la edad de presentacion de la enfermedad. se ha
definido un patrén bifasico en relacion a Ia incidencia, de tal forma aue existe un

incremento paulatino de los casos alcanzandose un maximo a los 45-50 afios,
con un descenso a partir de dicha edad Y un ascenso posterior pasados
aproximadamente 10 afios. dando lugar a un Segundo maximo en torno a los 60
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afos (Parkin, 1994).

Es igualmente conocida la variable distribucion geogréfica del cancer de
mama. Las mujeres que habitan en paises menos industriaiizados presentan
indices de mortalidad e incidencia menores que las que residen en paises
desarrollados, aunque Japon y otros paises asiaticos representan una evidente
excepcion a estaregla. Sin embargo, se ha cbservado que las mujeres japonesas
residentes en EE.UU. muestran un indice de incidencia de cancer de mama
similar al pais de adopcion.

Conrespecto a la raza, no existen grandes diferencias en la incidencia de
esta neoplasia entre la poblacion blanca y la poblacion negra de Norteamérica
(Bonadonna, 1997), si bien hay algunos autores que describen una mayor
agresividad en la presentacion de este cancer en la poblacion negra, con menor
supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad (Elias, 1994).

Desde hace afios se conoce que los antecedentes familiares de cancer de
mama constituyen un factor importante de riesgo. El término de cancer mamario
familiar se emplea para describir la aparicién de dos o mas personas afectas
dentro de los familiares de primer grado. La agrupacion familiar podria ser

debida al azar, al ambiente comun o bien a factores genéticos primarios. Estos

ultimos dan lugar a la aparicion del llamado cancer de mama hereditario, que
constituye entre un 5-10% de los casos de cancer de mama, y puede atribuirse
a la herencia autosémica dominante de un gen de susceptibilidad de alto riesgo.
El gen BRCA1 es el causante del 45% de Ios casos de dicha neoplasia de inicio
temprano, y de la mayor parte de los casos de afectacién de mama y ovario. Otro
gen que confiere un riesgo incrementado de cancer es el BRCA2, localizado en
el brazo largo del cromosoma 13 (Radford, 1996).
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La teoria dominante en la actualidad sostiene que todas las necplasias
son genéticas a nivel celular, en cuanto a que son resultado de la acumulacion
de anomalias genéticas que producen inestabilidad de genoma y pérdida de la
regulacion del crecimierto normai en la célula tumoral. Las pruebas
epidemiolégicas sugieren que es necesario la acumuiacion de tres a seis
mutaciones para la aparicion de tumores sélidos esporadicos. Se han identificado
diversas clases de genes que han experimentado mutaciones: protooncogenes,
genes supresores tumorales y genes de reparacion desiguales. Diversos
protooncogenes manifiestan una expresion incrementada tanto en el cancer
mamario invasivo como en el in situ, tales como c-erbB2(Her-2/neu), c-myc e int-2
(Radford, 1996).

Los periodos prolongados de exposicion a las hormonas estrogénicas son
un conocido factor de riesgo para el cancer de mama. En 1968, Shapiro (Shapiro,

1968) comprobd que aquellas mujeres con actividad menstrual prolongada,
caracterizada por una menarquia antes de los 12 afios y una menopausia tardia
después de los 50 afios, presentaban un riesgo 1,3 veces mayor de padecer esta
neoplasia. Otros autores demostraron que aqueilas mujeres que han tenido algun
hijo tienen un riesgo mas reducido de cancer que las nuliparas, y este efecto
aumenta con el nimero de hijos (Korzeniowski, 1994). Esta observacion es tan
sélo vélida para una paridad temprana, pero si el primer embarazo ocurre por
encima de los 35 artos el riesgo se hace mayor que en las nuliparas. Este hecho
se ha querido explicar sugiriendo que por encima de esta edad hay mas

posibilidades de que exista alguna lesion precancerosa en el tejido mamario, y

el elevado nivel hormonal provocado por la gestacién actuaria como un estimulo
para su crecimiento (Tres, 1993).

Laasociacion entre la ingesta de anticonceptivos orales y cancer de mama
esté sujeta a una gran controversia. Si bien durante afios atras se ha afirmado
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que su uso estaba relacionado con el aumento de nimero de casos de carcinoma
de mama, en la actualidad existen numerosos trabajos que cuestionan esta
aseveracion. Un metaandlisis que representa el 90 % de los resuitados obtenidos
en numerosos estudios muestra un pequerfic incremento del riesgo relativo de
padecer cancer de mama en mujeres que han tomado anticonceptivos durante
periodos prolongados de mas de 10 afios (Helzisouer, 1995; Seifert, 1998). De
igual modo, la terapia hormonal sustitutiva en la postmenopausia que ha sido
estudiada como factor de riesgo para el padecimiento de cancer de mama, no
supone un riesgo incrementado en la aparicion de esta neoplasia, y es
sobradamente conocido el efecto beneficioso de este tratamiento (Helzlsouer,
1995).

En relacion a los antecedentes de enfermedad benigna de la mama, Page
y Dupont en 1985 propusieron que una serie de lesiones precancerosas

presentaban un riesgo definido de evolucién a cancer de mama (Page y Dupont,
1985):

I} Hiperplasia epitelial atipica que multiplica el riesgo por 1,5-2 (riesgo
leve).

Il) Hiperplasia lobulillar atipica e hiperplasia ductal atipica que multiplica

el riesgo de padecer cancer de mama por 4-5 (riesgo moderado).

lI) Carcinoma lobulillar in situ y el carcinoma ductal in situ con un riesgo
elevado (multiplica el riesgo por 10).

Posteriormente se han publicado numerosos estudios que corroboran este
hecho; sin embargo, actualmente se acepta que el riesgo de transformacion
maligna solo ocurre en aquellas lesiones con un importante componente
proliferativo (Vendrell, 1994).

Otro de los elementos de riesgo sefialados es la existencia de_facfcres
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dietéticos que ai parecer pueden constituir la base de las diferencias halladas en
la incidencia de cancer de mama a nivel internacional, asi como de las
diferencias dentro de una misma poblacion cuando ésta varia su hébitat y sus
condiciones de vida. Diversos autores coinciden en la hipotesis de que el
excesivo consumo de grasas y , en definitiva, la obesidad contribuyen a aumentar
el riesgo de esta neoplasia en las mujeres. Byers afirma en este sentido que la
obesidad esta relacionada con el cancer de mama dentro de una compleja via
que afecta al sistema hormonal y que influye ademas, en el crecimiento tumoral
y la formacion de metastasis (Byers, 1994). Asimismo, numerosos estudios
sugieren un mayor riesgo de cancer de mama en aquellas mujeres que consumen
alcohol, aun en pequefias cantidades (Byers,1994). De otra parte, se ha
establecido un efector protector en el consumo de frutas y vegetales. Estos
nutrientes contienen un alto nivel de fitoestrogenos, de tal forma que una dieta
bésicamente vegetariana, COmMo ocurre en numerosos paises asiaticos, puede
explicar la menor incidencia de cancer de mama en estos paises (Adlercreutz,
1995). El mecanismo de accion de los fitoestrégenos no es bien conocido. Yay
autores que afirman que los estrégenos de la dieta pueden interferir ei
metabolismo de los estrogenos naturales (Whitten PL, 1991). Estudios realizados
“in vitro” han mostrado que algunos fitoestrdgenos a bajas dosis son agonistas
estrogénicos (estimulan la proliferacion de las células tumorales de mama en
cultivo) y a altas dosis antagonizan los efectos de los estrogenos naturales
(Dees, 1997).

Estudios recientes confirman la existencia en tejidos humanos de
compuestos quimicos que mimetizan el efecto sistémico de los estrégenos
naturales, y cuyo origen y estructura quimica es muy variada. A estos
compuestos se les conoce con el nombre de xenobidticos estrogénicos o
xenocestrégenos. Su uso practico es muy variado; en unos casos se han utilizado:
como plaguicidas en el cultivo agricola, en otros se trata de monémeros de

sintesis de nuevos plasticos o agentes tensoactivos utilizados en detergentes y

Tesis Doctoral




Introduccion 7

tratamiento de superficies (Soto, 1995; Olea, 1997). Los efectos sistémicos
provocados por la contaminacion de xenoestrégenos consisten en alteraciones
en la reproduccion y en la induccion de tumores en érganos dependientes de las
hormonas sexuales. En este sentido, hay autores que establecen una asociacion
entre los niveles sistémicos de pesticidas 6rgarioclorados (DDT) y la presencia
de cancer de mama (Wolff, 1993), aunque tal asociacién no esta definitivamente
probada (Fernandez, 1998). En nuestro medio. la exposicion a xenobidticos
estrogénicos alcanza niveles muy significativos debido a que las practicas
agricolas propias de la regién estan basadas en el empleo de pesticidas y
productos quimicos de reconocida actividad hormonal (Olea, 1997). Tal es el
caso del pesticida endosulfan, de uso habitual en los cultivos intensivos de
invernadero y que presenta actividad estrogénica en los tests bioldgicos
apropiados.

Finaimente, también se ha considerado el efecto carcinogénico de las
radiaciones ionizantes. Este hecho se ha confirmado fundamentaimente en
estudios de seguimiento de las supervivientes de las explosiones atémicas de
Japén (Hoel, 1983) y en mujeres que fueron sometidas a altas dosis de radiacién
ionizante para el tratamiento de las mastitis y tuberculosis (Howe, 1984).
Actuaimente, se considera que el riesgo de cancer de mama atribuido a la

exposicion a radiaciones ionizantes es minimo cuando se evalua el uso de la

mamografia , y se compara con los enormes beneficios que aporta esta prueba
en la deteccion del cancer de mama (Mant, 1993).
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Il. BIOLOGIA DEL CRECIMIENTO DEL CANCER DE MAMA.

1. Evolucion histérica del concepto de céncer de mama.

Durante casi 100 afios, la aproximacion metodolégica al tratamiento del
cancer de mama se fundamentaba en los principios de |a hipétesis “halstediana”
enunciada ya en el siglo XIX. Esta hipdtesis de caracter mecanicista postulaba
que el cancer se diseminaba en forma ordenada y centrifuga desde la mama
hacia los ganglios linfaticos regionales y de alli a localizaciones mas distantes:
por tanto, el cancer de mama era local en el momento de su aparicion y los
ganglios linfaticos regionales actuaban como barreras para la diseminacién local.
Se planteata la idea de que el cancer podia estar confinado durante determinado
tiempo en los ganglics linfaticos, y por tanto, la reseccion adecuada de la mama
junto a una diseccion en bloque de los ganglios linfaticos regionales, podia
asociarse con una curacion del cancer de mama. La diseminacion directa
hematdgena no se estimaba significativa, de modo que el tratamiento no incluia
ninguna terapéutica sistémica complementaria al acto quirirgico(Frykberg, 1993).

Esta hipdtesis fue cuestionada por MacDonald en 1951, quien sugirié que
el cancer de mama humano se encoritraba bioldgicamente predeterminado desde
su inicio. Planteé que no habia detectado ningun hallazgo que le permitiese
suponer que el diagnostico temprano, el tamafio del tumor o el tipo de
intervencion guirurgica empleada influyeran en modo alguno sobre la evolucién
final del cancer de mama.

En la década de los afios 70, Fisher planteé una hipotesis alternativa a la

teoria halstediana en base a estudios experimentales con animales, que
destacaba la importancia de la diseminacion hematigena del cancer de mama,
llegando a postular que el cancer de mama ya presentaba extension sistémica en
el momento de su aparicion y que los ganglios linfaticos regionales no eran
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barreras efectivas para contener la diseminacion sistémica, sino que més bien se
comportaban como indicadores de la biolcgia tumoral (Fisher, 1992). Por tanto,
Fisher sostenia que la reseccion ganglionar y el tipo de terapéutica locorregional
influian escasamente en la supervivencia global. De esta forma, postulé que el
unico factor que podia influir en la supervivencia de las pacientes era el empleo
terapeutico de la quimioterapia sistémica y favorecid la aplicacion de
procedimientos quirurgicos menos agresivos, con radioterapia o sin ella, asi como
el empleo de terapia coadyuvante, quimioterapia y endocrinoterapia (Frykberg,
1993).

Ante estos postulados contrarios a la teoria halstediana y la aparente
discordia entre las distintas teorias, Osborne en 1986, sugiri6 que “de ninguna
manera puede afirmarse que exista una hipotesis unificada capaz de explicar la
biologia del cance~ de mama, el cual representa una enfermedad compleja y
heterogénea”, opinién que ha sido comunmente aceptada por la comunidad
cientifica.

Actualmente, se tiende a considerar el cancer de mama como una
enfermedad sistémica desde el inicio, siguiendo la teoria de Fisher. Este hecho
esta sustentado por la demostracion de la existencia de micrometastasis tras la
invasion sanguinea y linfatica de las células tumorales, cuya deteccion clinica va
a depender de la compleja interaccién paracrina entre las células tumorales y los

tejidos huésped. Sinembargo, es importante enfatizar en que un tratamiento local

apropiado puede reducir el indice de recurrencias locorregionales y, en
consecuencia, los indices de enfermedad sistémica.

Estudios de supervivencia publicados, han avalado este hecho y han
sugerido que pueden existir diferencias significativas no solo con los distintos
tipos de intervencion quirurgica sino también en los resultados de un mismo
procedimiento quirirgico segin se haya aplicado una técnica correcta o
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deficiente. Por tanto, no debe abandonarse el principio del tratamiento
locorregional en aras de un enfoque sistémico (Frykberg, 1993).

2. Crecimiento natural del cancer de mama.

Es bien conocido el hecho de que las pacientes con cancer de mama
presentan un mayor riesgo de muerte cuando ha ocurrido la propagacion
metastasica en el torrente sanguineo. El intervalo existente entre el diagndstico
del tumor primario y la deteccién de las metastasis a distancia presenta grandes
diferencias individuales. Este intervalo varia desde cero (la metastasis ya esta
presente en el momento del diagndstico primario), hasta mas de treinta afios.
Ademas, se observan grandes variaciones en el tiempo en que la metastasis
presenta un tamario clinicamente detectable. Se cree que este proceso esta
directamente relacionado con el tamario del tumor primario. En relacién a éste,
es interesante sefalar que su ritmo de crecimiento puede variar a lo largo de su
historia clinica, y que dicho ritmo parece estar directamente relacionado con el
poder metastatizante de cada tumor.

El implante de las metastasis diseminadas a partir dei tumor primario
puede ocurrir tanto en un estadio temprano como tardio de su evolucion. Es
posible que la tasa de implante metastasico esté directamente relacionada con
la capacidad de crecimiento del tumor primario. En este sentido, Henderson y
Canellos demostraron en una comparacion histérica que la tasa de supervivencia
para pacientes portadoras de tumores grandes y no tratadas, en las que se pudo
hacer un seguimiento durante un periodo de 20 afios, entre 1885 y 1833 en el
hospital de Middiesex, no fue significativamente diferente al de otro grupo similar

de mujeres que habian recibido cirugia radical en el Hospital Johns Hopkins entre
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1889 y 1931 (Henderson y Canellos, 1980).

Los estudios realizados por Koscieiny entre 1954 y 1972 que incluian una
serie de 2.648 pacientes portadoras de cancer de mama, mostraron una relacion
directa entre tamario tumoral y presencia de metastasis aparecidas en un periodo
de 10 a 25 afios (Koscieiny, 1984) . Estas observaciones nos permiten asumir
que a pequefios volumenes tumorales se corresponden volimenes metastasicos
mas pequerios, y por lo tanto, mayor supervivencia. De la confirmacion de estas
observaciones, se podria plantear la siguiente pregunta: ;existe un minimo de
ta* o tumoral por debajo del cual las células que se diseminan no forman
metastasis?.

Puede demostrarse tedricamente que el tumor emplea casi 3/4 partes de
su vida bioldgica para alcanzar un tamario que pueda ser detectado clinicamente;
esto significa que io que llamamos diagnostico temprano o precoz, realmente
corresponde a una fase tardia del crecimiento del tumor. Las metastasis pueden
haber ocurrido en un estadio clinico mas temprano. Duncan y Kerr, en 1976
demostraron que las mujeres con pequefios tumores de hasta 1 cm mueren de
enfermedad metastasica aun 20 afios después. Ademas, entre las pacientes sin

afectacion ganglionar axilar en el momento del diagnéstico (ganglios negativos),

casi 1/3 desarrollara en forma subsiguiente metastasis a distancia (Sigurdsson,
1990). Este hecho puede plantear que las micrometastasis o lesiones
indetectables por los medios habituales de diagnéstico ya estaban establecidas
en el momento de instaurarse el tratamiento del tumor primario.

Uno de los mayores desafios, por lo tanto, reside en definir factores de
orden biologico o0 una combinacion de éstos que, estando asociados con las
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propiedades del propio tumor, permitan identificar las pacientes ganglio-
negativas que han establecido micrometastasis en el momento del diagnéstico,
dado que éstas serian las beneficiarias de un enfoque terapéutico intensivo.

A pesar de los muchos aiios de investigacion experimental en relacién a
los hechos moleculares y celulares que ocurren en la patogenia del crecimiento
y de la diseminacion tumoral, no se han alcanzado progresos significativos en el
tratamiento de la enfermedad metastasica. Nos encontramos ante una
enfermedad en la que se han identificado una gran variedad de marcadores de
orden biologico, como los receptores hormonales, los oncogenes, los factores de
crecimiento y los receptores de los factores de crecimiento, pero con una dudosa
utilidad en la decision clinica (Osborne, 1992; Bland 1992). Mas aun, hay
tumores mamarios que individualmente estan conformados por subpoblaciones
heterogéneas de células malignas, de tal forma que clones de céluias aisladas
de un tumor primario poseen diferentes cariotipos, distintos niveles de secrecion
de enzimas proteoliticas, receptores hormonales, sensibilidad ante la
quimioterapia y potenciales invasores o metastasicos, lo que afiade aun mas
dificultad a la caracterizacion biolégica del conjunto tumoral (Fournier, 1995).
Esta ultima caracteristica podria ser la causa de la diferente respuesta de los
clones celulares que continuan proliferando hasta producir la muerte de las
pacientes.

El andlisis del proceso de diseminacion de las células tumorales necesita

tener en consideracion la influencia de las células normales del huésped y del

medio ambiente del tumor, asi como del fenotipo de las células tumorales. Para
metastatizar en 6rganos a distancia las células tumorales deben superar una
secuencia de pasos, cada uno de los cuales debe considerarse como limitador
del proceso. En principio, los eventos necesarios para ia diseminacion con éxito
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son los mismos para todos los tumores sélidos. Son iniciados por un crecimiento
hacia fuera de las células del tumor primario hasta lograr la penetracion en los
vasos sanguineos o linfaticos. Las células neoplasicas liberadas a sangre o a
linfa pueden diseminarse por todo el cuerpo como células individuales o como
embolos. El crecimiento continuo de un tumor de un tamario de 1-2 mm* se hace
posible gracias al proceso de neovascularizacion, favorecida por factores
angiogénicos liberados por las células tumorales y los componentes del estroma
(Folkman, 1987), productores de un aporte sanguineo suficiente para conformar
el crecimiento continuo de las células tumorales.

Se piensa que un numeroso grupo de factores hormonales y pequefios
polipéptidos infiuye tanto en el crecimiento de las céiulas mamarias epiteliales
normales como en el de |las neopldsicas (Dickson, 1987; Cullen, 1992). El control
autocrino del crecimiento del cancer humano por medio de la induccion
endogena o estrogeno-regulada de algunos de estos factores de crecimiento ha
sido evidenciado por estudios “in vitro” (Dickson, 1987).

Los medios acondicionados de cultivo de fibroblastos obtenidos de tejido
ncrmales o cancerosos (Ryan, 1993) o de glandulas mamarias de ratén (Price,
1992) puaden promover el crecimiento de células de cancer de mama “in vitro”.

El crecimiento de células tumorales humanas y de raton se potencia cuando

estas células se inyectan en el tejido celuloadiposo mamario del animal,
comparando con la inyeccion de células en forma subcutanea (Price, 1990).
Estos estudios proporcionan informacion sobre la importancia de las condiciones
microambientales y del compartimento estromal en el crecimiento del céncer de
mama. Asimismo, las células neoplasicas mamarias pueden expresar factores
capaces de estimular el crecimiento de céiulas mesenquimatosas (Cullen
1992), mecanismo que proporciona una generacion continua de estroma en el
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Un requisito imprescindible para el crecimiento progresivo tumoral es /a
neovasculanzacion. La densidad vascular en el cancer de mama en estadio
precoz se ha descrito como marcador prondstico, de tai forma que las pacientes
Cuyos tumores estan muy vascularizados tienen alta probabilidad de desarrollar
metastasis y menores tasas de supervivencia global (Zugmaier, 1992).

Existen factores derivados de las céluias tumorales, TGF-a y el factor
basico de crecimiento de los fibrobiastos (bF GF), que promueven la proiiferacion
de las células endoteliales y permiten su migracion para formar nuevos capilares
que proveeran el soporte vascular necesario para la continuacion del crecimiento
tumoral (Folkman, 1987). En este sentido, se piensa que el antiestrégeno
tamoxifeno es capaz de inhibir el crecimiento de células cancerosas estrégeno-
dependientes restringiendo la produccion de TGF. De esta forma, el tamoxifeno,
uno de los agentes mas efectivos para el cancer hormorio-dependiente, podria
modular el proceso angiogénico requerido para el crecimiento del cancer de
mama.

3. Proceso de invasion tumoral.

Los carcinomas surgen dei epitelio de los ductos mamarios. Si todavia se

encuentran confinados en los ductos o en los acinos de la glandula en el

momento de su detecciér, la lesion es clasificada como carcinoma “in situ”
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(Bland, 1992). Algunos carcinomas “in situ” se transforman en tumores infiltrantes
con células que invaden el estroma circundante, compuasto mayoritariamente
por colagenos tipo | y IV. Este uitimo es el mas importante componente de la
membrana basal que es necesario romper para ia progresion tumoral (Wooley,
1984).

Las células neoplasicas de mama producen enzimas proteoliticas que
pueden intervenir en la destruccioén del t +jido conectivo. Los niveles de expresion
de metaloproteinasas (MMPPs), que degradan la membrana basal, se han
correlacionado con la capacidad invasora y metastatizante de las céluias
neoplasicas, tanto en roedores (Thompson, 1992) como en humanos (Davies
1993). Asi mismo, se han hallado niveles altos de colagenasa tipo IV y del
activador del plasminégeno tipo urokinasa (uPA) en pacientes con cancer de
mama en estadios avanzados (Janicke, 1993; Foucre, 1991). Mas aun, la
combinacion de niveles elevados de uPA y de su inhibidor PAI-1 (inhibidor del
activador del plasminégeno-1) se ha sefialado como un factor de riesgo
importante de recidiva de cancer mamario (Foucre, 1991). Este hecho esta
confirmado por otros estudios, que ademas indican también una elevada
expresion de uPA, PAI-1 y catepsina D en tumores mamarios malignos en
comparacion con lesiones benignas (Ravdin, 1993). Las posibles acciones

descritas en relacion al papel de la catepsina D son dos, de una parte como

factor mitogénico que interactiia con el receptor de crecimiento-insulina Il y de
otra como factor proteolitico actuando sobre la membrana basal, favoreciendo
asi el proceso de invasion (Basset, 1993).

Las células del sistema inmune infiltradas en el tejido tumoral pueden ser
fuente adicional de enzimas de degradacion que potencian la capacidad invasora
de las células tumorales. Hay trabajos que constatan este hecho y demuestran
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como los mastocitos derivados de carcinomas mamarios de ratas, asi como los
macrofagos y linfocitos asociados al tumor, segregan factores que estimulan ia
actividad colagenolitica de los fibroblastos del estroma. Las células inmunes
asociadas al tumor pueden estar presentes en un numero considerable. De
hecho, la reaccién linfocitica puede estar relacionada con el estado de
diferenciacion (Waldman, 1991), aunque no existe una relacién claramente
demostrada entre infiltrado linfocitico y pronéstico, a excepcion del carcinoma
inflamatorio de mama que a menudo tiene muy mal prondstico Yy se caracteriza
por un intenso infiltrado de host-cells (Price. 1995).

El crecimiento expansivo del cancer de mama conduce también a la
invasion de pequeiios vasos linfaticos por células tumorales. La presencia de
émbolos tumorales en los linfaticos intramamarios esta asociado a un riesgo
importante de desarrollar metastasis a distancia y recidivas a corto plazo. Estos
émbolos de células tumorales suelen detenerse en el primer nivel de ganglios
linfaticcs a nivel axilar.

No obstante, han sido descritas las llamadas “skip” metastasis
ganglionares, que son aquellas que pueden afectar al 2° y 3° nivel axilar sin
haber comprometido los ganglios del primer nivel. Sin embargo, existe un numero
sustancial de pacientes con carcinoma de mama sin compromiso axilar que
desarrolian metastasis a distancia. Los sistemas sanguineo y linfatico estan
dotados de numerosas conexiones, de tal forma que las células metastatizantes
pueden alcanzar el torrente sanguineo de forma directa o bien pasando a través
de los canales linfaticos y ganglios axilares, para luego diseminarse hasta liegar
ahuesos, puimones, higado y cerebro. El fiujo arterial puede ser répido, y ejercer
Su presion sobre las céluias en transito que, finalmente, se detienen en los
estrechos vasos capilares de los 6rganos.
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Estudios en céiulas de melanoma de ratén han evidenciado que mientras

circulan estas céluias tumorales de forma aislada, estan expuestas al ataque de
linfocitos y células asesinas (NiK) (Honn, 1992). No obstante, la posibilidad de
formar conglomerados con linfocitos o plaquetas aumenta la probabilidad de
formar metastasis con éxito, ya que los émbolos celulares formados se detienen
en los lechos capiiares (Price, 1992).

El establecimiento de metastasis de cancer es un proceso altamente
selectivo que depende de la interaccion entre las células tumorales y los factores
derivados del huésped.

Los pasos del proceso metastasico incluyen:

a) Crecimiento del tumor primario, que esta en relaciéon directa con el
proceso de neovascularizacion. De esta forma, se puede establecer que los
tumores mas angiogénicos son mas agresivos vy metastasicos. Interfiriendo, por
tanto, el proceso de angiogénesis mediante la inhibicién de los factores

implicados, se podria impedir la progresion del cancer de mama.

b) Invasion local del tejido conectivo y penetracion en los vasos
sanguineos y linfaticos.

c) Supervivencia de las células y émbolos tumorales liberados dentro de
la circulacién tras la interaccidn con el sistema de defensa inmune del huésped.

d) Detencion de las células tumorales en los capilares y su adhesion a las
células endoteliales y a la matriz extracelular.

e) Extravasacion dentro del parénquima de 6rganos.
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f) Crecimiento en las vecindades del 6rgano, posiblemente respondiendo

a los factores de crecimiento proveniehtes de los tejidos.

g) Continuidad del crecimiento tumoral y posible desarrollo de clones de
células resistentes a la terapia.

Un aspecto muy caracteristico de la progresion maligna tumoral es la
capacidad de las células neoplasicas de generar diversas subpoblaciones. Esta
heterogeneidad celular y el sobrecrecimiento de los tumores por clones celulares
dominantes parece estar dirigida por eventos genéticos y modulada por las

interacciones celulares y el microambiente tisular.

El crecimiento continuo de las células cancerosas no parece ser resultado
exclusivamente de la autonomia del crecimiento maligno. Este proceso parece
estar ademas modulado por la interaccion de factores dependientes del huésped
que se producen en respuesta al estimulo neoplasico, y que pueden actuar
promoviendo o retardando la diseminacion tumoral.
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il. ANGIOGENESIS Y CANCER DE MAMA.

Desde hace algunas décadas, el cancer de mama es considerado como
una neoplasia formada por diferentes clones celulares que presentan diversos
grados de crecimiento y por tanto diferente potencial metastasico (Fournier,
1995). Esta parece ser una de |as razones determinantes de que exista diferente
comportamiento clinico entre pacientes con el mismo estadiaje tumoral
(Gasparini, 1993).

El aumento del nimero de casos de tumores diagnosticados en estadios
precoces de |la enfermedad obliga a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas
con objeto de obtener mejores resultados que con las terapias convencionales.
En primer lugar, se hace necesario el uso de nuevos marcadores prondsticos
para identificar aquellas pacientes con alto riesgo. En segundo lugar, se
pretende desarrollar marcadores predictivos de la respuesta al tratamiento
quimioterapico y hormonal. Sin embargo, no existen actualmente indicadores
especificos de la respuesta ante estos tratamientos ni marcadores de alto riesgo
de recidiva y/o metastasis que aseguren la identificacion completa de las
poblaciones de mayor o menor riesgo(Gasparini, 1993).

Otro dato importante a considerar es el hecho de que cada vez sea mayor
el numero de mujeres con cancer de mama que mueren por afio debido a su
enfermedad metastasica. Por tanto, esta sobradamente justificada la necesic'ad
de buscar marcadores prondsticos que nos aproximen a nuevas terapéuticas
(Lippman, 1993). En relacién a esto han aparecido nuevas lineas de
investigacion basadas en el entorno que rodea a las células tumorales. En esie
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sentido, el estudio de la angiogénesis tumoral representa un campo de
investigacion que puede tener una importante aplicacion clinica. investigaciones
previas han demostrado que el grado de vascularizacion intratumoral es unfactor
con valor pronostico significativo e independiente para la recurrencia de la
enfermedad y la supervivencia global (Weidner, 1992; Toi, 1993).

Ademds, en lo referente a las innovaciones terapéuticas, se han
descubierto inhibidores especificos de la angiogénesis, de tal forma que la
modulacion de este proceso podria constituir una via terapéutica aplicable en el

cancer de mama, asi como en otros tumores solidos.

1. Concepto de angiogénesis o neovascularizacion.

El crecimiento de los tumores mas alla de unos pocos milimetros depende
del desarrollo de un aporte sanguineo apropiado. El examen histoldgico de los
canceres revela que las células tumorales a menudo rodean a vasos sanguineos
con una configuracion cilindrica cuyo radio no supera una distancia aproximada
de 160-200 um, que constituye la distancia critica para la difusion del oxigeno.
Estos datos llevaron Folkman a postular que “una vez impiantado el tumor, todo

incremento ulterior de la poblacion de céiulas tumorales debe ser precedido de

un incremento de nuevos capilares que converjan hacia el tumor” (Folkman,
1993).

Los tumores sélidos estan formados por dos compartimentos relacionados
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entre si: el parénquima (células tumorales), y el estroma (células de soporte y
tejido conectivo). Este ultimo proporciona el Jporte vascular necesario para que
las células tumorales puedan disponer de los nutriantes y el oxigeno
indispensables para su proliferacion (Dvorak, 1991).

Las células tumorales producen péptidos con capacidad angiogénica
(Craft, 1994). Ademas, las células endoteliales también secretan factores de
crecimiento y citokinas que, a su vez, estimulan a células inflamatorias y
tumorales (Rak, 1994).

El proceso de neovascularizacion es necesario tanto al principio como
durante el proceso de diseminacion tumoral (Fidler, 1994). La identificacion de
areas de neovascularizacion podria usarse para identificar tejidos en los que el
aumento del ritmo proliferativo o la pérdida del balance produccién-muerte
celular se ha iniciado y conduce hacia la transformacién maligna. Son muchos
los estudios que se han realizado en esta direccion. Jensen y col., por ejemplo
compararon la actividad angiogénica en Iébulos histoldégicamente normales de
mamas con carcinoma ductal invasivo con la de tejidos mamarios sanos, y
observaron que en éstos ultimos el nivel de vascularizacion era menor, hecho
que se interpretd como un indicador dei proceso de generacion vascular tumoral
(Constantini, 1995).

Se ha relacionado el riesgo de progresion de carcinoma in situ a
carcinoma invasor con una elevada densidad de microvasos (Guidi, 1994). En
otras investigaciones realizadas en grupos de pacientes con enfermedad
fibroquistica mamaria que posteriormente desarrollaron carcinoma invasivo de

mama, Guinebretiere ha observado que el riesgo de desarrollar cancer esta
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relacionado de forma significativa con la densidad vascular intralesional
(Guinebretiere, 1994).

Han sido descritos dos modelos de distribucién de los microvasos en el
estroma. El primero, de presentacion mas frecuente, consiste en un patrén difuso
de vascularizacién, que corresponde a lesiones con predominio de componente
comedo en las que existe una marcada desmoplasia estromal. Estas lesiones se
asocian a otros factores de agresividad tumoral, como la expresion de c-erB-2
y la alta proliferacion de células tumorales. En el segundo patrén de distribucion
de la vascularizacion los microvasos se disporien en las proximidades de la
membrana basal (Guidi, 1994).

Actualmente, es un hecho cominmente aceptado que el proceso de
angiogénesis desempenia un papel cruciai en el desarrollo de cancer de mama,
asi como en otros muchos tipos de tumores sélidos. Este proceso consiste en
la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes, que
aportan los nutrientes necesarios para el crecimiento celular (Folkman, 1992).
La angiogénesis o neovascularizacion juega un papel crucial en la reproduccion
(desarrollo embrionario, ovulacion y menstruacion), en la reparacion de heridas,

en la ulcera péptica, en las fracturas (Wagner, 1980).

El primer paso en el proceso de angiogénesis consiste en Ia degradacion
de la membrana basal que integra la pared de los vasos que componen la matriz
extracelular. Las membranas basales y los tejidos conectivos contienen
principaimente cuatro grupos de componentes: coldgeno, elasting,
glucoproteinas y proteogiucanos. Los principales sitios de adherencia de las
células tumorales con la consecuente destruccion de la membrana basal son el
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colageno, las giucoproteinas y los proteoglucanos, si bien predomina la union
con el colageno tipo IV. La disolucion de la pared vascular provoca el estimulo
adecuado para la proliferacion de nuevas células endoteliales y
consecuentemente la produccion de nuevos vasos. De esta forma, la
degradacion de la membrana basal de las células constituyentes del estroma
facilita el proceso de invasion linfética y vascular.

El activador del plasmindgeno tipo urokinasa y otras proteinasas estan
involucradas en este proceso. Son liberadas por células tumorales y
endoteliales. Asimismo, se ha descrito la interaccién entre las células tumorales
y los macrofagos asociados al tumor en el proceso de angiogénesis, de tal forma
que estos macréfagos tienen la capacidad de liberar citokinas con actividad
proteolitica (Hildenbrand, 1995). Son muchas las sustancias descritas como
proteinasas que ejercen este efecto (aspartasas, cisteinasas, serinas y matriz
metaloproteinasas).

La aspartico proteinasa catepsina D es una enzima lisosomal cuya
secrecion esta aumentada en el cancer de mama. Ha sido considerada por
algunos autores como la proteinasa mas involucrada en la degradacion de la
membrana basal (Briozzo, 1988). Aunque més recientemente, hay algunos
trabajos publicados que cuestionan ei rol de esta enzima lisosomal bajo
condiciones fisiolégicas debido al hecho de que su activacion se produce a pH
acido (Johnson, 1993).

Las cisteina proteinasas, también llamadas catepsina B, L y H, constituyen

otro grupo de enzimas lisosomales con alta expresion en el cancer de mama
(Gabrijelcic, 1992). Se ha descrito su actuacion tanto a pH neutro como a pH
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acido (Buck, 1992) y su capacidad invasiva en lineas celulares de ratones.
Asimismo se ha observado su participacion en la progresion maligna del cancer
colorrectal y del melanoma (Rozhin, 1994).

Las serina proteinasas y las MMPPs presentan una actividad 6ptima a pH
neutro. Su papel en la invasion y formacién de metastasis también ha sido
descrito. Asimismo, hay autores (Stonelake, 1997) que han observado en lineas
celulares de cancer de mama que la activacién de estas MMPPs depende a su
vez de la activacion de uPA/plasmina.

Las MMPPs pertenecen a la familia de las zinc endopeptidasas (Yu, 1997)
y ejercen un papel crucial en los procesos de remodelacion tisular, tanto
fisiologicos como patolégicos. En condiciones normales, existe un balance
adecuado entre la sintesis y Ia destruccion de los componentes del estroma. Este
balance esta alterado en procesos inflamatorios como la artritis, en los que
existe un aumento en la destruccion de cartilago, asi como en las neoplasias,
donde se favorece el proceso de invasion de las células tumorales. Pues bien,
las MMPPs han sido involucradas en este disbalance.

En definitiva, la progresion del cancer de mama se produce por la
conjuncion de multiples procesos, donde la angiogénesis es un fenémeno
necesario pero no suficiente para el desarrollo y la diseminacion tumoral, puesto
que existen otros factores endocrinos, autocrinos y genéticos también implicados
en este proceso.
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2. Métodos para determinar la actividad angiogénica.

A. Métodos inmunohistoquimicos.

A inicios de 1970, Brem propuso un sistema de medicién basado en tres
parametros morfolégicos de regeneracién endotelial (Brem, 1972). En este
momento, no existia aun un marcador especifico de células endoteliales, por lo
que la identificacién de los microvasos sanguineos constituia un problema no
resuelto. Utilizando este meétodo, Brem estudid la distribucion de la
vascularizaciéon en diferentes canceres, mostrando la presencia de una gran

heterogeneicidad en la densidad de microvasos dentro de un mismo tumor.

Srivastava midié por primera vez la vascularizacion tumoral usando
métodos histoquimicos en muestras de melanomas primarios (Srivastava, 1988).
Posteriormente, en 1991, Weidner empled el factor VIII-RA como marcador de
células endoteliales utilizando Ia técnica estandar de la inmunoperoxidasa en
una serie de 49 carcinomas de mama. Demostré que existia una relacion
importante entre el recuento de microvasos intratumor y ei potencial de
diseminacion del tumor (presencia de invasion linfatica a nivel axilar y metastasis
a distancia). Este hallazgo fue confirmado en posteriores estudios (Weidner,
1992; Toi, 1993).

Otras investigaciones han establecidoc que los anticuerpos monocionales
CD-31 y JC-70, frente a moléculas de adhesion de plaquetas y células

endoteliales , pueden marcar un mayor nimero de vasos sanguineos,
particularmente los de calibre més pequefio (Toi, 1993; Horak, 1992).
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En la actualidad, el anticuerpo monocional CD-31, atin cuando reacciona
ligeramente con fibroblastos y algunas células del tumor, y fuertemente con
células del plasma, se considera que es el marcador mas sensible para las
células endoteliales. Hay varios estudios publicados sobre el uso de este
marcador en el cancer de mama, que muestran una correlacion significativa con
el prondstico (Toi, 1993; Gasparini, 1994).

Otros autores han desarrollado anticuerpos especificos frente antigenos
de la cziula endotelial que estan aun bajo experimentacion (Wang, 1993). Por
consiguiente, es de gran interés analizar si estudios clinicos futuros basados en
el uso de E-9 o TEC-11 proporcionaran mas informacion que CD-31 o fVIII-RA
en ralacion al pronostico de pacientes con cancer de mama en fase temprana.

A continuacion se exponen las recomendaciones metodoldgicas
propuestas por Gasparini para evaluar la densidad vascular intratumoral basadas
en ensayos inmunohistoquimicos (Gasparini, 1995). Uno de los datos de mayor
importancia consiste en perfeccionar la calidad del marcaje de vasos. De forma

general, las principales ventajas de las técnicas de inmunchistoquimica son su

simplicidad, rapidez, y el bajo costo. Normaimente, el recuento de microvasos se
realiza en las areas de mayor vascularizacion del tumor, de forma simultanea
por dos observadores, y en caso de discrepancia se consulta con otro
observador.

Tesis Doctoral




Introduccion

El esquema a seguir en ei recuento es el siguiente:

Utilizacion de los marcadores mas sensibles y especificos de células

endoteliales de los microvasos (vénulas y capilares): anticuerpos
monocloriales VIII-RA, CD-31 y CD34.

.k

Seleccionar las secciones mas representativas del tumor para fijarlas
con hematoxilina-eosina.

: 1

Identificar al microscopio con objetivo 40x y 100x las éreas de mas

intensa vascularizacion, evitando las zonas de necrosis.

Realizar el recuento en un area suficientemente extensa ( 0,74 a 1 mm?).

:

Efectuar el contaje de microvasos por dos observadores de forma

simuitanea.

Otros dos métodos de determinacion de la vascularizacién tumoral, aun
en fase de evaluacion, son el uso de la reticula de Chalkiey {(Fox, 1994) y el
analisis de imagen computerizada. Este Gitimo ha sido desestimado
recientemente, argumentando su escasa sensibilidad para la determinacion del
flujo en pequerios capilares (Delorme, 1998).
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De forma alternativa a los métodos inmunohistoquimicos, la actividad
angiogénica puede ser determinada mediante el analisis intratumoral de ia
expresion de péptidos angiogénicos, como el FGF(Nanus, 1993), ola presencia
de sustancias como la trombospondina-1 (Gomm, 1991; Albo, 1 997) que através
de la activacion del factor de crecimiento transformador beta1 (TGFp1 )regulael
sistema plasmin6geno/ plasmina. Sin embargo, hasta el momento actual, no se
ha correlacionado el patrén de expresién de estos péptidos con el prondstico del
cancer de mama.

De otra parte, la expresion de algunas enzimas proteoliticas en el estroma
del tumor, como el activador del plasminégeno tipo urokinasa (uPA) y su

inhibidor (PAI-1), pueden reflejar la actividad angiogénica. En este sentido, hay

autores que han determinado el nivel de expresion de estas sustancias
proteoliticas en series de pacientes con carcinoma invasivo de mama, carcinoma
“in situ”, y lesiones benignas de mama (Bianchi, 1994: Grondahl-Hansen, 1993).
Existe, segun estos estudios, una mayor expresién de u-PA y de su inhibidor en
macrofagos y celulas endoteliales en los carcinomas de mama invasivos, no asi
en el resto de las lesiones; este hecho sugiere la existencia de complejas
interacciones paracrinas entre las células tumorales y el estroma (Bianchi, 1994).

B. Métodos bioquimicos.

Se dispone de métodos bioquimicos que detectan los niveles del factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) en sangre y orina (Watanabe, 1991 ), y que han
permitido conocer que en pacientes con cancer renal se hallan niveles elevados
de bFGF en sangre (Fujimoto, 1991). Asi mismo, se ha comprobado una
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asociacion entre los niveles elevados de FGF en orina y el cancer de vejiga. Méas
recientemente, Folkman y sus colaboradores han hallado niveles elevados de
FGF en la orina de una serie de 950 pacientes con varios carcinomas, entre los
que se incluye el cancer de mama (Nguyen, 1994).

La puesta a punto de técnicas de cuantificacion de FGF asociado con
otros marcadores de la biologia tumoral han demostrado e! valor pronastico en
el cancer de mama del FGF. Asi, se ha determinado el nivel de FGF en suero
de 231 pacientes con cancer de mama y en 56 pacientes normales donantes de
sangre (Gasparini, 1995). El suero de las pacientes con cancer presentaba
niveles significativamente mas elevados de FGF que el de los sujetos normales.
Las pacientes con cifras de FGF mas elevadas tenian un riesgo de mortalidad
Cuatro veces mayor que aquellas que tenian cifras bajas de FGF. Nguyen ha
publicado los resultados obtenidos tras una revisién de una serie de pacientes
con un espectro variado de tumores, en el que se incluian 143 pacientes con
cancer de mama. En 35 de las 40 pacientes en las gue se hallé unos valores
elevados de FGF en sangre y orina, habia metastasis a distancia ( Nguyen, 1994)

Otras publicaciones destacan una importante funcion angiogénica para
el factor de crecimiento endotelial (VEGF) (Ferrara, 1994).

En definitiva, estas determinaciones bioquimicas pueden ser utiles para
valorar la actividad angiogénica tumoral y, por tanto, el pronéstico en el cancer
de mama. Sin embargo, es necesario un estudio mas exhaustivo de estos
resultados antes de definir el papel de estos marcadores en la practica clinica
habitual.
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Existen diversas técnicas para evaiuar la angiogénesis tumoral, pero se
necesitan procedimientos que puedan aplicarse de forma rutinaria y con
adecuada sencillez y reproducibilidad a la practica clinica. A este respecto, se

relacionan a continuacion aigunas técnicas de posible uso, aunque por el

momento estén restringidas al campo experimental.

Mediante espectroscopia magnética se puede medir la actividad
energetica del tumor. Bajo este planteamiento se ha postulado el efecto
terapéutico antiangiogénico que existiria cisminuyendo la adenosina trifosfato
(ATP) y aumentando el fosfato inorganico en los tumores (Philip, 1993). Este
método podria servir para evaluar el efecto biolégico de nuevos agentes
antiangiogénicos en la terapia del cancer de mama.

El estudio de muestras tumorales mediante doppler color puede ser de
utilidad para reflejar un aumento en el flujo de sangre en muchos tipos de
tumores, y para evaluar vasos de mayor tamario, ya que es posible que sean
diferentes los mecanismos que regulan el fiujo de sangre en los vasos mas
grandes (Wu CC, 1994).

Otros autores han desarrollado nuevos métodos para medir la presion
parcial de oxigeno tanto a nivel vascular como intersticial. Este hecho permite
un seguimiento de PO2 durante un determinado periodo de tiempo para de esta
forma relacionar el flujo de sangre local con la arquitectura vascular de los
tumores (Ficho, 1994).
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La proliferacion endotelial puede ser determinada in vivo tras el estimulo
de lineas celulares de tumores con bromodeoxiuridina. Esto ha mostrado un
marcado aumento del crecimiento de células endoteliales en el carcinoma de
mama (Fox, 1994).

3. Valor prondstico de la angiogénesis en el cancer de mama.

La primera aplicacion clinica del valor de la angiogénesis como marcador
prondstico en cancer tuvo lugar en el melanoma. Srivastava en 1988, observo
que la vascularizacion era mayor en aquellos tumores que presentaban
metastasis ( Srivastava, 1988) . Posteriormente, Weidner aplico este concepto
a otros tumores solid>s, como el de mama, puimén y prostata, entre otros
(Weidner, 1991). Asimismo, fue este autor el primero en cuantificar la
angiogénesis en el cancer de mama y relacionarla con la supervivencia. Su
estudio inmunohistoguimico fue realizado utilizando factor VIil, y efectuando

recuento vascular de aquellas areas con mayor vascularizacion.

La serie estudiada por Weidner incluia a 49 mujeres con cancer de mama.
Este autor observé un menor numero en el recuento de microvasos en 19 de las
pacientes. Este subgrupo presentaba una particularidad que las diferenciaba del
resto, que consistia en la ausencia de metastasis ganglionares axiiares. A partir
de astos argumentos y basandose en el concepto de angiogénesis como proceso
favorecedor de la diseminacién tumoral, estableci6 la hiptesis del papel de la
angiogénesis como factor pronéstico independiente en el estadio temprano del
cancer de mama . Posteriormente, este mismo autor completo el estudio con un
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total de 165 mujeres con céncer de mama, demostrando que el recuento de
microvasos intratumor es un factor pronostico independiente en estadios
precoces (Weidner, 1992).

Mas recientemente, Gasparini en colaboracion con Weidner, examiné la
expresion de p53, el tamario tumoral y la invasion linfatica, ademas del recuento
vascular, en una serie amplia de 254 mujeres con ganglios negativos, con un
seguimiento de 62 meses. Estos autores observaron que todos estos factores se
comportaban como marcadores pronosticos de la supervivencia en el cancer de
mama (Gasparini, 1994).

Existen multiples publicaciones adicionales que refuerzan las
observaciones de Weidner y Gasparini ( Toi, 1993; Obermair, 1994). Asimismo,
han aparecido trabajos que no sustentan esta hipétesis y que analizan

criticamente las observaciones iniciales. Estos se basan en la gran variabilidad

en el periodo de seguimiento de las pacientes , asi comec en la técnica
inmunohistoquimica de tincién y el recuento de microvasos (Hall, 1992).
Ademas, hay autores que defienden la gran heterogeneidad en la histologia
dentro del propio tumor, que determina iguaimente una gran heterogeneidad en
la distribucion de la vascularizacion (densidad vascular variable) (Axeisson,
1995). No obstante, es necesario comentar que en la actualidad se han unificado
Ins criterios de recuento de microvasos, y nuevas publicaciones mantienen el
interés de las observaciones iniciales (Gasparini, 1998).

La revision sistematica de la literatura cientifica permite identificar
numerosos estudios que han correlacionado la densidad vascular tumoral con
el prondstico en el cancer de mama en estadio temprano de la enfermedad
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tumoral (Gasparini, 1995).

Entre ellos destacan los que se muestran como ejemplo en la siguiente
tabla.

Marcador

fVill-RA

CD-31

fVIII-RA

Abreviaciones:
I: Weidneret al.  Il: Gasparini et al. lll: Toi et al.

RFS: Supervivencia libre enfermedad. OS: Supervivencia global.

La mayoria de estos estudios presentan series de pacientes tanto con

ganglios axilares positivos como con ganglios negativos. E! marcador vascular

mas empleado ha sido el factor VIlI-RA. Generalmente, se trata de series no
demasiado amplias, con menos de 100 pacientes, donde se ha correlacionado
la angiogénesis con el prondstico, tanto en lo relativo a supervivencia libre de
enfermedad como en supervivencia global. Es frecuente que se describa una
asociacion significativa entre el grado de vascularizacion en el tumor y la
presencia de metastasis en noédulos linfaticos axilares y metastasis a distancia.
En definitiva, la mayoria de estos trabajos publicados confirman que la actividad
angiogénica tumoral en el cancer de mama se correlaciona con la diseminacion
tumoral a distancia, confirmando las observaciones iniciales de Weidner en
1991. Esta asociacion también se ha establecido en otros tumores sélidos (Craft,
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Siguiendo la misma linea de trabajo, se han publicado otros trabajos en

los que el valor prondstico de la angiogénesis tumoral ha sido comparado con la
expresion de la oncoproteina p53. Gasparini demostré en un analisis
multivariante de una serie de 165 pacientes con un seguimiento de 5 afios, que
la angiogénesis es un factor pronéstico independiente de la supervivencia libre
de enfermedad, cuando ademas se compara con otro factor prondstico como es
lap53 (Gasparini, 1994). Ademas, encontré una relacién significativa entre el alto
nivel de vasculzrizacion y los tumores de aito grado histolégico en mujeres
premenopausicas. No ha encontrado, sin embargo, relacion con otros
marcadores biologicos, incluyendo los receptores hormonaies.

Se trata pues, del primer estudio que correlaciona de forma significativa
el alto nivel de vascularizacion tumoral y la expresién de p53 con un peor
prondstico en pacientes con cancer de mama y ganglios negativos. Esta
observacion ha sido ratificada posteriormente con dos estudios recientes. El
primero de ellos muestra que las mutaciones de p53 favorecen el fenomeno de
neovascularizacion debido a un incremento en la produccién de proteinkinasa C
en lineas celulares tumorales (Kieser, 1994). En el segundo se observa que la
oncoproteina p53 favorece el desarroli del fenotipo angiogénico en fibroblastos
de pacientes con cancer de mama como consecuencia de la estimulacion de la
trombospondina-1 (Dameron, 1994).

Otros autores, entre ellos Toi y col , han determinado ademas del indice
vascular, la expresion de algunos péptidos angiogénicos y los rasgos
clinicopatolégicos convencicnaies del cancer de mama (Toi, 1993). El andlisis
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univariante de estas observaciones demostr6 una asociacion significativa entre
la expresion de! factor de crecimiento endotelial y el recuento de microvasos con
la supervivencia libre de enfermedad. Tras un analisis multivariante posterior se

demostré que el recuento vascular, el tamafio tumoral y la invasién ganglionar

son variables pronésticas independientes en el cancer de mama.

En definitiva, todos estos estudios confirman el valor pronéstico de ia
determinacion de la angiogénesis tumoral y sugieren la posibilidad de que este
marcador pueda ser predictivo de ia sensibilidad a la respuesta de la terapia
adyuvante. Sin embargo, son necesarios estudios clinicos controlados para
valorar la validez del valor prondstico real de la densidad vascular intratumoral
antes de que pueda ser considerado para la practica clinica rutinaria como un
factor de alto riesgo y que sea utilizado para seleccionar a aquellas pacientes
en fase temprana de cancer de mama que pudieran beneficiarse de una terapia
adjuvante antiangiogénica (Gasparini, 1993).
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IV. FACTORES DE NEOVASCULARIZACION EN EL CANCER DE
MAMA.

1. Activador del plasminégeno tipo urokinasa y cancer de mama.

A. El sistema fibrinolitico en las neoplasias.

Recuerdo histérico.

La primera descripcion en humanos del sistema fibrinolitico fue hecha por
Hipocrates, en el afio 400 a. de C, tras observar que la sangre coagulada de
cadaveres sufria una licuefaccion varias horas después. Estas cbservaciones
fueron confirmadas 2.000 afios después por el anatomista Malpighi, en 1687, y
posteriormente por el patélogo Morgagni en 1761. Fue Dastre, en 1893, quien
acuio el nombre de fibrinolisis tras concluir que el fendmeno era resultado de la
digestion enzimatica del compuesto llamado fibrina (citados por Bell, 1996) .

La identificacion de los principales componentes de este sistema ocurrié
entre los afios 1930 y 1940, y la prirnera utilizacion terapéutica fue realizada por
Tillety Garmer en 1933, tras observar que extractos de estreptococo B-hemolitico
producian la lisis de coagulos en sangre y plasma de humanos . Milstone en
1941 demostrd que este extracto de estreptococo era insuficiente para inducir la
fibrinolisis, y que, por tanto debia existir otro “factor litico” implicado en este
proceso (citados por Bell, 1996).
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Posteriormente, otros autores, Christensen y MaclLeon en 1945, acufiaron
el nombre de “estreptoquinasa’ para referirse al extracto de estreptococo B-
hemolitico, y “plasmina” para el factor litico de Milstone (Christensen, 1945).
Gracias a los estudios exhaustivos que realizaron Sherry y Johnson, la
estreptoquinasa fue aplicada para el tratamiento clinico de la enfermedad
tromboembolica venosa (Johnson, 1959).

La busqueda de otros componentes del sistema fibrinolitico condujo al
descubrimiento de numerosas sustancias capaces de activar al plasmindgeno
humano. En 1885, Sahli descubrié la existencia en orina de sustancias con
actividad proteolitica , y en 1952 Sobel designé a una de estas enzimas, con
capacidad para activar de forma directa al plasmindgeno, el nombre de
“urokinasa” (Sobel, 1952). Posteriormente, Astrup y Permin reconocieron un
segundo activador del plasminégeno al que denominaron “activador tisular del
plasminogeno” (citados por Bell, 1996).

Componentes de! sistema fibrinolitico.

- Plasminoégeno y plasmina.

El plasminégeno es sintetizado en ios hepatocitos y su concentracién en
plasma es aproximadamente de 2 mg/ml. El gen humano responsable de su
sintesis ha sido localizado en el brazo largo del cromosoma 6 (Swisshelm, 1985).
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La estructura molecular corresponde a una giicoproteina que contiene
alrededor de 2% de carbohidratos (Wiman, 1975). Existen dos formas de
plasminégeno que difieren en la secuencia de amirioacidos: una forma nativa que
contiene glutamina en posicion amino-terminal (Glu-plasminégeno), y otraforma
modificada que contiene lisina en dicha posicion (Lys-plasmindgeno). Esta
ultima forma es producto de la degradacion parcial del Glu-plasmindgeno. Ambas
formas son proenzimas inactivas (Kwaan, 1991).

La conversion de plasminogeno en plasmina por los activadores
endogenos del plasmindgeno se produce tras la rotura de la union simple entre
Arg560 y Val561 de la molécula de plasmindgeno dando lugar a dos cadenas de
polipéptidos conectadas por puentes disulfuro.

El lys-plasminégeno posee una mayor afinidad por la fibrina que el glu-

plasmindgeno. Ademas, la activacion del lys-plasminogeno por u-PA es de 10-13

veces superior que |a del glu-plasminégeno. De otra parte, |a presencia de fibrina
acelera la activacion del plasminogeno por el activador tisular del plasmindgeno
(t-PA) (Kwaan, 1991).

- Activadores del plasminégeno: u-PA y t-PA.

Existen dos activadores enzimaticos del plasminoégeno que ejercen un
papel crucial en este sistema: el activador tisular del plasmindgeno (t-PA) y el
activador del plasminogeno tipo urokinasa (u-PA).
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El t-PA es secretado predominantemente por las células endoteliales. Ha
sido también hallado en muiltiples fluidos humanos tales como la leche matemna,
saliva, semen, lagrima y bilis. El gen humano responsable de su sintesis reside
en el cromosoma 8. Su molécula esté formada por una cadena glucoproteica
simple que contiene 527 aminoécidos, con un peso molecular de 68 KD (Mullins,
1983). Esta cadena simple es convertida en doble cadena por varios
compuestos, como la kalicreina y el factor Xa, y en la superficie de los trombos
por la plasmina (Bachmann, 1984), tras producirse la ruptura molecular a nivel
de la union Arg275-11e276. Finalmente, tiene lugar la aparicion de dos cadenas
polipeptidicas unidas por un puente disulfuro: una cadena Ay una cadena B, con
un peso molecular de 36KD y 32KD, respectivamente. La cadena A presenta
cierta homologia con la porcion terminal del activador del plasminégeno tipo
urokinasa y con el factor de crecimiento epidérmico. La cadena B contiene la
zona de activacion de la molécula, que es similar a la de otras proteasas séricas.

Una importante propiedad in vitro del t-PA es el incremento de su actividad
enzimatica en presencia de fibrina. En ausencia de fibrina, su afinidad por el glu-
plasminégeno es muy pobre.

La concentracion en plasma de t-PA es aproximadamente de 5 a 7 ng/mi
con una vida media en plasma de 2,5 a 5 minutos (Rijken, 1983; Baughman,
1987).

Elt-PA es aimacenado er: “pools” de reserva en el endotelio vascular y su

liberacién se hace en respuesta a numerosos estimulos fisiol6gicos que incluyen
el éstasis venoso y varias sustancias como la vasopresina (AVP), la desamino-8-
D-arginina vasopresina (DDAVP), las catecolaminas, histamina y bradikinina
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(Bachmann, 1984).

Otro grupo de activadores del plasmindgeno lo constituyen los activadores

del plasminogerio tipo urokinasa (u-PA). Se trata de una glucoproteina producida
mayoritariamente por las células del parénquima renal y excretada en pequeiias
cantidades por orina. Su concentracién en plasma no esta claramente
establecida, presentando un rango que oscila entre 2 y 20 ng/ml con una vida
media de 10-15 minutos (Darras, 1986). La concentracion en orina es de 2,25
pg/mi. El gen humano de u-PA reside en el cromosoma 10 (Darras, 1986).

La u-PA es inicialmente sintetizada en forma de precursor, prourokinasa
(scu-PA), formada por una cadena simple que contiene 411 aminoacidos y un
peso molecular de 54 KD. Sustancias como la plasmina, kalicreina y el factor X
pueden convertir esta nmolécula presursora a su forma acliva, e alto peso
molecular, fras producirse la ruplira & nivel de la union Lysi53-/2159. La
molécula activa de urokinasa estd compuesia sur des caden2s, Ay B, unidas por
puentes disulfuro. La cadena A contiene 158 aminoécidos, y presenta zonas
homéiogas con el factor de crecimiento epidérmico y con la cadena A del t-PA.
La cadena B esta compuesta por 252 aminoacidos y presenta la zona de
activacion de la molécula.

Aunque |a sintesis de u-PA ocurre mayoritariamente en el rifon, existen
numerosas células capaces también de producir esta sustancia (fibroblastos,
células epiteliales, neumocitos) (Larsson, 1984). Se ha descrito la secrecion de
u-PA por células malignas de tumores de pancreas, puimény tejido mamario. Asi
mismo, se han hallado receptores para la scu-PA y la u-PA en una gran variedad
de tejidos. Esto es debido a que la u-PA juega un importante papel en la
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remodelacion tisular, en los procesos de inflamacién, invasién tumoral,
fertilizacion y embriogénesis (Dano, 1985).

El receptor de u-PA es una proteina de superficie de membrana celular
que presenta especificidad de unién con la u-PA. Su molécula esta constituida
por una cadena simple formada por 313 amino&cidos ( Schmitt, 1992). El nimero
de receptores de u-PA varia de unas células a otras, si bien este numero esta
aumentado en las células neoplasicas. Asi mismo, se ha comprobado la
estimuiacion de este receptor por el factor de crecimiento epitelial (EFG) (Picone,
1989).

- Inhibidores del plasmindgeno: PAI-1, PAI-2, PAI-3.

El gen que controla la sintesis de este inhibidor esta localizado en el
cromosoma 7. Es secretado por las células endoteliales y por los hepatocitos,
y su concentracion en plasma es aproximadamente de 0,05 mg/l. También es
almacenado en las plaquetas (Kruithof, 1986). Una vez liberado por estas
células, esta presente en las proximidades de la sustancia extracelular (Levin,
1987). Actua sobre ambas cadenas, simple y doble, del t-PA y sobre ia doble
cadena de la u-PA. El efecto inhibidor se ejerce gracias a la alta afinidad por
estos compuestos que conlleva la formacién de una unién covalente irreversible
que ocasiona la ruptura a nivel de la unién Arg346-Met347 de los activadores del
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Estudios bioquimicos muestran que el activador del plasminégeno tipo
urokinasa esta involucrado en la degradacion de la matriz extracelular y por tanto
en el proceso de neovascularizacion. De otra parte, los niveles de PAI-1

constituyen una medida de la extension de la vascularizacion en el carcinoma

invasivo. Hay autores que afirman que los niveles de PAI-1 obtenidos en
citosoles de células tumorales estan asociados a un peor prondstico en

pacientes con cancer de mama.

Grondahl-Hansen en un estudio realizado en 1993, analizaron los niveles
de PAI-1 en una serie de 191 pacientes con cancer de mama que recibieron
terapia adyuvante. La mayoria presentaban ganglios axilares positivos, y se
realizé un seguimiento durante 8,5 aiios. Los niveles de PAI-1 fueron asociados
de forma significativa con una pobre diferenciacion histolégica, presentandn a
su vez una relacion inversa con los receptores hormonales. Finalmente, estos
niveles se asociaban a una supervivencia global mas corta tanto en pacientes
premenopausicas como en postmenopdusicas (Grondahl-Hansen, 1993).
Posteriormente, Foekens llegd a la misma conclusion tras el estudio de una
serie de 657 tumores de mama (Foekens, 1995). En definitiva, multiples estudios
aseveran que el PAI-1 es un indicador prondstico independiente en el cancer de
mama.

Su sintesis est2 codificada en las secuencias de DNA contenidas en el
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cromosoma 18. Su estructura molecular consiste en una cadena simple formada
por 415 aminodcidos. Es secretado en forma glicosilada por las células
placentarias y por los monocitos. Inhibe la doble cadena de la u-PA y del t-PA.
Su efecto inhibidor es 10 veces mayor sobre la u-PA en comparacion con el t-PA,
y minimo sobre la cadena simple de éste (iltimo. Recientes estudios sugieren que
este inhibidor actua de forma importante en los mecanismos de regulacion de los
activadores del plasminégeno, fundamentalmente en los procesos neoplasicos
(Kruithof, 1995).

Este inhibidor ha sido aislado en orina Yy, asi mismo, ha sido identificado
como inhibidor de la activacion de la proteina C. Es sintetizado por los
fibroblastos, los miocitos cardiacos y por las células epiteliales renales. Su
mecanismo de accién es menos conocido, si bien parece ser qu forma una
estructura terciaria al unirse con la fibrina y el t-PA, favoreciendo ia
extravasacion de éste ultimo al espacio extravascular (Silverstein, 1986).

En los dultimos afios ha habido numerosos estudios que tratan de
identificar los mecanismos de migracion de las células tumorales. En la
formacién de todos los tejidos es esencial una adecuada motilidad celular que
permita la invasién de la matriz exiracelular, y de esta forma el crecimiento
celular. Esta capacidad de movimiento celular estd facilitada por la degradacion
de este tejido extracelular por numerosas enzimas proteoliticas (elastina,
vitronectina, laminina, colagenasas, etc.). En los procesos tumorales existe,
ademas, un aumento de la expresion celular de u-PAR, u-PA y t-PA. Este hecho
favorece el crecimiento tumoral y por tanto, la diseminacién tumoral.
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Una vez iniciada la activacion del plasminogeno, se forma la plasmina que
preseria “per se” capacidad proteolitica debido a la presencia en su estructura
molecular del complejo aminoacido arginina-lisina. Ademas, la plasmina tiene
- capacidad para activar directamente a otras proteasas (metaloproteinases,
colagenasas y stromelysina). Con todo ello tiene lugar la degradacion de la
matriz extracelular. Este fenomeno esta regulado en funcién de la concentracién
de inhibidores del plasmindgeno en las inmediaciones de la matriz extracelular.
Asi mismo, la progresion de estas células tumorales esta controlada por otras
poblaciones celulares, que incluyen el sistema inmune asociado a macroéfagos
(Melzer, 1981), células Natural Killer (NK), linfoquinasa activada por NK
(Rosenstein, 1984), linfocitos que infiltran el tejido tumoral /Rosenbert, 1986).
Este hecho ha sido constatado en una gran variedad de tumores humanos (Bell,
1995).

B. Funciones del sistema fibrinolitico no asociado a neoplasias.

El sistema plasminégeno-plasmina es un componente vital de los
procesos bioquimicos del cuerpo humano. Ademas de su funcién esencial en la
resolucion de la patologia tromboembdlica, este sistema ejerce otra serie de

funciones cruciales. El plasminiégeno interviene en la regulacion de la fisiologia
de la reproduccion. La expresion de ia accion de los activadores e inhibidores del
sistema fibrinolitico esta regulado secuencialmente por la liberacion de

gonadotropinas durante el proceso de ovuiacion. La accion proteolitica de la
plasmina es necesaria para la degradacion de la pared folicular que tiene como
resultado la liberacion del foliculo de Graaf.
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Recientes observaciones han establecido que las gonadotropinas
estimulan la secrecion de t-PA a través de ia expresion del m-RNA en las células
de la granulosa y en las céluias de la teca momentos antes de la ovulacion
(Galway, 1989; Ohisson, 1991). |

Una vez fecundado el dvulo, la u-PA interviene en el proceso de invasion
e implantacion cel huevo en el endometrio, y en su posterior proliferacion. Asi
mismo, tanto la u-PA como T-PA tienen un efecto importante en el desarrolic
embrionario, puesto que favorecen la formacion de la cresta neural y del tejido
hematopoyético (Valinsky, 1981).

El sistema fibrinolitico interviene ademas en situaciones de traumatismos
tisulares, de ta! forma que la u-PA ejerce un efecto quimiotactico sobre gran
numero de células inflamatorias (macréfagos, neutréfilos e histiocitos). También
en el proceso de reparacion tisular, una vez iniciada la reepitelizacion por los
queratinocitos, la u-PA favorece e! infiltrado de fibroblastos y células endoteliales
para continuar este proceso. De igual forma, en las lesiones vasculares de
arterias y venas existe una mayor expresion de t-PA y u-PA, predominantemente

de u-PA, en las células endoteliales y en las de la musculatura lisa (Clowes,
1990).

En los traumatismos pulmonares, las céluias alveolares también muestran
una mayor expresion de u-PA durante |a fase de reparacion tisular (Gross, 1990;
Marshall, 1990).
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C. El sistema fibrinolitico asociado a neoplasias.

Las céluias neopldsicas tienen una gran capacidad potencial para producir
una importante variedad de sustancias, y para expresar en sus membranas
celulares multiples receptores (Heimburger, 1992). Se ha demostrado desde
hace algunos afios, que las células neoplasicas son capaces de sintetizar
compuestos que producen la activacion del sistema piasminégeno-plasmina, y
por tanto do! sistema de la fibrinolisis. También, estas células tumorales pueden
sintetizar y liberar proteasas que presentan ‘per se” efecto fibrinolitico sin
necesidad de activacion del sistema plasmindgeno-piasmina.

La produccion local de estas sustancias (proteasas- catepsina B y L-,
metaloproteinasas- colagenasas, gelatinasas, stromelysina-, aspartato proteasas
- catepsina D-, u-PA, t-PA) con capacidad litica facilita los procesos de invasion
y migracion celular a localizaciones a distancia del lugar de origen tumoral. De
iguai modo, cuando la célula tumoral llega a estas nuevas localizaciones, el
sistema fibrinolitico favorece los mecanismos de implantacion y proliferacion
celular (William, 1996).

En el proceso neoplasico podemos diferenciar dos compartimentos bien
definidos: las células neoplasicas y el tejido estromal circundante. Este Gitimo

aporta las condiciones optimas necesarias para el crecimiento y la migracion

tumoral.

El crecimiento de las células neopldsicas esta influenciado por la hipoxia
tisular y los factores de permeabilidad vascular que permiten la extravasacion de
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proteinas plasméticas incluyendo el fibrinbgeno, al espacio extravascular. Ei
fibrinogeno es convertido en fibrina por células neoplésicas con actividad
ptocoagulante. La fibrina ejerce un doble rol en el crecimienio tumoral,
favoreciendo Ia migracién celular y en segundo lugar formando una barrera
rigida de diseminacion que limita el efecto de las células inflamatorias y la accion
de sus productos d3 secrecion, ir.‘erfiriendo de esta forma los mecanismos de
defensa del huésped.

El sistema de macrofagos activados, y especialmente el sistema de
macréfagos asociados al tumor, presenta una importante capacided potencial
fibrinolitica. Estos macréfagos pueden inducir la union del Lys-plasminogeno a
receptores de superficie con la consiguiente transformacion de plasmina.
Ademas, los macrofagos secretan elastasa que actia como enzima proteolitica
con capacidad destructiva de las barreras tisuiares, favoreciendo de esta forma
ladiseminacion tumoral. El sistema de macréfafos activados y asociados al tumor
secreta, asi mismo, sustancias vasoactivas que aumentan la permeabilidad
capilar y permiten la extravasacion de fibrindgeno al espacio extravascular
(Berse, 1992).

Recientemente se ha descrito el papel de algunos oncogenes (ras, jun,
myc, fos, rel) (Zacharski, 1992; Blasi, 1993) como promotores de la actividad

incrementada de! sistema proteolitico plasminégeno-piasmina. Estos oncogenes
tienen capacidad para inducir un aumento de la expresién de receptores en la
superficie de las membranas de las células neoplasicas.

Hay publicaciones que afirman la existencia de diferencias entre las
células neoplésicas y las células normales en relacion a la sintesis y localizacién
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de las proteinasas. Las proteinasas de céluias neopidsicas estan asociades con
ia actividad de la superficie celular y no son secretadas. Estos componentes de
la superficie de la membrana celular de las células neoplésicas que son
esenciales para la supervivencia local y la migracion a distancia de estas células
son: u-PA, t-PA, receptor de u-PA, y los inhibidores del plasminégeno (PAI-1,
PAI-2, PAI-3) (William, 1996).

Uno de los primeros estudios en relacion al papel que ejerce el sistema
fibrinolitico en las neoplasias, fue realizado por Janicke en 1990. Este autor
demostré que una mayor expresion de u-PA en las células neoplasicas se
asociaba a un mayor riesgo de recidiva y a una supervivencia mas corta
(Janicke, 1980). Estas observaciones han sido confirmadas posteriormente, y
todos los autores coinciden en que los niveles elevados de u-PA en los tumores
de mama constituye un factor de mal pronostico (Duffy, 1994; Duggan, 1995).
Ademas, la u-PA ha sido considerada como un marcador predictor més
especifico en el cancer de mama, tanto en pacientes premenopausicas como
postmenopausicas, que el tamafio tumoral, el grado histolégico, los ganglios
linfaticos y los receptores hormonales (Janicke, 1991; Duffy, 1990; Schmitt,
1991).

La concentracion de PAI-1 en sangre y en tumor también esta elevada:
sin embargo, no ejerce un efecto inhibidor del sistema fibrinolitico como en

condiciones fisioldgicas, sino que presenta una respuesta funcional inadecuada
(Duffy, 1990; Reilly, 1992).
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D. Expresién de u-PA, u-PAR y PAI-1 en las diferentes lesiones
mamarias.

Un estudio realizado por Constantini muestra la expresion de u-PA,
uPAR, PAI-1 en las diferentes lesiones mamarias, asi como en tejido normal de
mama (Constantini, 1996). El objetivo de este estudio ha sido relacionar el
modelo del coexpresion del uPAR, el UPA y su inhibidor (PAI-1) en la misma
muestra de tejido mamario con el fin de establecer in vivo el rol que ejerce la
activacion del sistema de fibrinolisis en los diferentes pasos del proceso de
invasion del cancer de mama.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

HISTOLOGIA UPAR uPA PAI-1 t-PA

Mama normal 0.66 + 0.5 1.18£0.8 0.85 + 0.85 0.71£0.3
Mama benigna 0.79 % 0.5 222108 0.97 £0.4 1.5320.7
Ca in situ 082+ 04 1.36£0.7 1.2820.5 1.14£06
Ca invasivo 1441 06 21505 168107 1.5 £1.0

Scores (MediatDesviacion Tipica) calculados midiendo la intensidad y porcentaje de
células con tincion inmunohistoguimica positiva.

UPAR: Receptor del activador del piasminégenc tipo urokinasa.
UPA: Activador del piasminigeno tipo urokinasa.
PAI-1: Inhibidor tipo 1 del activador de/ plasminégenoc.

t-PA: Activador tisular del plasminégeno.
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La gran mayoria (80-100%) de las células epiteliales de los ductos
normales expresaron una tincién débil para el uPAR. La expresion de u-PA fue
observada en el 60-100% de las céiulas epiteliales ductales normales. Ademds,
la positividad para la u-PA fue demostrada en e! 80-100% de las células
fibroblasticas del estroma. La expresion de u-PA fue mas intensa en la
membrana celular, aunque también fue observada en el citoplasma. En relacién
a PAI-1, estos autores observaron una positividad variable tanto en las células
epiteliales como en el estroma.

La expresion de uPAR en las lesiones mamarias benignas varié entre un

30 y un 100% tanto en los ductos como en el estroma. Sin embargo, se demostréd
una positividad difusa para u-PA en las células epiteliales y en el estroma.
Ademas, esta expresion fue mas intensa en la enfermedad fibroquistica de la
mama con respecto a los adenomas. Asi mismo, la expresion de PAI-1 fue
variable, y no hubo diferencias entre los distintos tipos de Iesiones benignas.

La expresion de uPAR fue mayor, y vari6 entre 70-100%. Ademas, el
modelo de positividad para uPAR era hetercgéneo dentro del mismo tejido. La
expresion de uPA y PAI-1 se observo en todas las muestras de carcinoma in
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8itu, y su positividad fue elevada, con un porcentaje que oscilé entre 60-100% en
las células epiteliales tumorales. En el estroma la positividad fue difusa para
PAI-1.

o Niac

Todas las células epiteliales mostraron positividad para u-PAR en los
carcinomas infiltrantes. Su expresion fue observada tanto a nivel de membrana
celular como en el citoplasma, y anivel del estroma su positividad vari6 entre 30-
100%. Sin embargo, las células epiteliales mostraron una intensa positividad de
forma difusa para u-PA en todos los tumores estudiados. Este hecho fue también
observado en las células estromales, aunque en menor intensidad. Asi mismo,
también hubo positividad difusa para PAI-1 en las células epiteliales en los
tumores invasivos.

En definitiva, Constantini y col. demostraron que la expresion de u-PAR
en las células epiteliales es un hecho constante en el cancer de mama invasivo.
Un andlisis cuantitativo efectuado en relacion a Ia expresion de este receptor en
células epiteliales, ha mostrado que existen diferencias significativas entre el
carcinoma invasor y el resto de las lesiones mamarias. Estas diferencias no se
han hallado en la expresion de u-PAR en las células estromales. Este hecho

girma la hipGtesis de la sobreexpresion constante de u-PAR en las células
epiteliales tumorales en los carcinomas invasivos de mama. La expresion de u-
PAR en el estroma no s constante y depende a su vez del efecto biolégico de
la interaccion de otros factores (hormonas, citoquinas, factores de crecimiento)
con las células estromales, macréfagos y fibroblastos. Estos resultados
confirman la observacion de Del Vecchio (Del Vecchio, 1993). Este modelo de
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reactividad celular para u-PAR también ha sido demostrado recientemente en el
melanoma (De Vries, 1994).

Asimismo, Constantini y col. han confirmado que existe una mayor
expresion de u-PA y PAI-1 en el carcinoma invasor en relacion al tejido mamario
normal. En las lesiones benignas mamarias también observaron una elevada
expresion de estos factores.

Otro hecho importante fue el hallazgo de una expresion difusa de u-PA en
el estroma. Sin embargo, este estudio no puede excluir la posibilidad de que
uPA se sintetice en los macr6fagos del estroma del tejido mamario normal y de
los tejidos mamarios malignos, y posteriormente se produzca la union especifica
a uPAR de las células epiteliales por un mecanismo paracrino, similar al
fenémeno demostrado por hibridacion en el carcinoma “in situ” en el cancer de
colon humano (Pyke, 1991). Ademas, hay datos recientes preliminares en
relacion a estudios de hibridacién sobre el carcinoma ductal invasivo que
sugieren que el mRNA para uPA puede estar presente en las células del
estroma.

Otro hallazgo a destacar es la presencia de niveles elevados de u-PA en

las céluias epiteliales y en el estroma de las iesiones mamarias benignas, que

puede explicarse en relacién a la respuesta de estas células a estimulos
hormonales o inflamatorios (Ossowski, 1979). Esta observacién acerca de los
niveles altos de uPA en lesiones benignas de mama puede contradecir la
hipétesis sobre el papel que ejerce la activacion del sistema fibrinolitico en el
crecimiento de los tumores de mama, en los que ya es conocida la existencia de
una sobreexpresion de uPA tanto en células epiteliales como en estroma.
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Sin embargo, se ha observado un patron diferente entre las lesiones de
mama malignas y benignas, de tal forma que sugieren que ios niveles de uPAR
constituyen el paso limitante en la activacion del sistema fibrinolitico. La relacién
uPA/UPAR equilibrada hallada en los tejidos de mama normales parece ser
debida a una produccion baja de uPAR y uPA. Este hecho es diferente en las
lesiones benignas de mama en las que existe unos niveles bajos de uPAR y
elevados de uPA, y en las lesiones malignas en las que ambos valores estan
considerablemente elevados. Esta observacion pone de manifiesto el papel
crucial que juega uPAR en ia regulacion del sistema fibrinolitico, favoreciendo la
activacion de uPA y reduciendo el efecto de sus inhibidores (Blasi, 1993).

Ademas, el carcinoma invasor de mama muestra un aumento de forma
difusa de PAI-1 tanto en las células epiteliales tumorales como a nivel del
estroma. Este patron de distribucion también ha sido demostrado por otros
autores (Jankun, 1993). Diversos autores confirman Ia relacion existente entre
los elevados niveles de uPA y PAI-1 en los tejidos de mama malignos y el mayor
riesgo de recidiva.

En definitiva, la presencia de uPAR tanto en tejido normal de mama como
en lesiones benignas conduce a la idea de que la transformacion maligna de las
células mamarias se acomparia de una pérdida de la regulacion de la sintesis

de este receptor, y como consecuencia un aumento en la transcripcion del gen
uPAR que se halla silente en las células epiteliales ductales normales. La
asociacion entre ambos fenémenos, expresion de uPAR y transformacion
neoplésica, debe ser estudiada en profundidad con objeto de establecer la
relacion de causalidad existente entre ambos eventos.
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Numerosos estudios basados en el analisis de muestras de pacientes con
adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de células escamosas, carcinoma de
céiulas grandes y carcinoma de células pequefias, han mostrado que existe una
asociacion importante entre el aumento de expresion de u-PA y u-PAR y la
disminucion significativa del tiempo de supervivencia global. Esta asociacion es
mayor en el carcinoma de células escamosas (Nagayama, 1994: Liu, 1995).

Asimismo, para esta misma localizacién tumoral la combinacion de
niveles aumentados de u-PAR, u-PA y t-PA y concentraciones bajas de PAI-1y
PAI-2 esta directamente relacionado con la presencia de infiltracién linfatica y
diseminacion a distancia (Pedersen, 1994 Pappot, 1995).

En diferentes estudios sobre lineas celulares de neoplasias colorrectales
humanas se ha comprobado una relacion estadisticamente significativa entre los

niveles de u-PA y el grado de diferenciacion histolégica de los tejidos
neoplasicos. Las céluias neoplasicas colorrectales tienen la capacidad de
estimular la produccién de u-PA y u-PAR por el tejido estromal circundante
(Eriksen, 1991).
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de receptores de u-PA en la membrana de las céiulas tumorales (Hollas, 1991).
Asimismo, se ha observado en lineas celulares tanto “in vitro” como “in vivo”, que
las células neoplésicas con capacidad invasiva presentan un incremento de u-PA
y u-PAR de 30 a 50 veces més que aquellas células tumoraies no invasivas. En
aquellos pacientes con niveles muy elevados de PAI-1 y PAI-2 las metastasis
linféticas fueron significativamente menores que en aquellos otros pacientes con
concentraciones minimas o ausentes de estos inhibidores (Sata, 1995).

Existe una uniformidad de criterios en la interpretacién de las
observaciones referidas al cancer gastrico, en relacion al aumento significativo
en las células neoplasicas de u-PAR, u-PA y t-PA con respecto a las células

gastricas normailes.

Otros estudios confirman que la actividad incrementada de PAI-1 en estas
neoplasias es un indicativo de peor pronéstico, de una supervivencia libre de
enfermedad mas corta, de una mayor frecuencia de metastasis, y de una peor
respuesta al tratamiento quimioterapico adyuvante (Nekarda, 1994; Heiss, 1995).

En los tumores de préstata existe un incremento de u-PA en relacion a
otras lesiones benignas comio la hiperplasia prostética (Plesner, 1994). Entodos
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los estudios referentes a esta neoplasia se ha hallado una asociacion
significativa entre el grado de invasion tumoral y los niveles de u-PA y su
receptor (Kwaan, 1991; Hoosein, 1991).

En el cancer de endometrio el incremento de u-PA, u-PAR, junto con el
factor de crecimiento epidérmico, esta asociado a una supervivencia mas corta
debido a la progresion tumoral favorecida por la degradacion proteolitica de la
matriz extracelular. Este hecho no se ha constatadc en las lesiones
ginecoldgicas benignas ( Wilhelm, 1995).

En relacion al osteosarcoma, hay estudios que constatan que puede
haber una asociacion entre la parathormona y los activadores del plasminogeno
para favorecer el crecimiento tumoral (Campbeil, 1994).

Por ultimo, la expresion del t-PA estd aumentada en las neoplasias
pancreaticas, a diferencia del activador del plasmindgeno tipo urokinasa que
presenta una menor expresién. Este hecho no esta claramente establecido, si
bien es cierto que el aumento de actividad del sistema fibrinolitico en estos

tumores esta asociado a una supervivencia mas corta (Kuramoto, 1995).
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mama.

Como ya se ha comentado anteriormente, las células tumorales secretan
numerosas proteasas implicadas en la degradacién de la membrana basal, y por
tanto, en el proceso de neovascularizacion. Asimismo, el tumor produce y libera
uPA cuyo papel en este proceso es crucial, no solo por su potente accion
angiogénica directa sino también por su capacidad para la liberacion de otros
factores de neovascularizacion por las células endoteliales y otros componentes
del estroma como son el heparan sulfato, TGF alfa (factor de crecimiento
transformador alfay beta), EGF (factor de crecimiento epidérmico), bF GF (factor
de crecimiento fibrobléstico), Tie (receptor del factor de crecimiento endotelial),
SF (factor “scatter” o factor de crecimiento hepatocitico).

A. Factor de crecimiento transformador (alfa y beta) y factor de
crecimiento epidérmico (EGF).

Elfactor de crecimiento transformador alfa (TGFa) ha sido identificado en
numerosos tejidos humanos con actividad proliferativa, ya sean normales o

malignos. Numerosos estudios sugieren que las células del cancer de mama
producirian TGFa, considerandole como un indicador de carga tumoral o de
riesgo de progresion de ia enfermedad.

Ademas, en los cultivos de células epiteliales mamarias normales de
répida proliferacién se ha demostrado la secrecion de grandes cantidades de
TGFa, sugiriéndose que este factor podria participar en el control de los
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procascs de crecimiento “in vivo" de los tejidos marnarios normaies y de los
tejidos malignos. El TGFa también desempeiia funciones en la reparacion de
heridas epiteliales y en el proceso de angiogénesis tumoral (Dickson, 1893).

Publicaciones recientes resaitan la influencia del factor de crecimiento
transformador B en el cancer de mama, atribuyéndole un importante papel en el
crecimiento de las células tumorales, a través de la estimulacion en la produccion
de u-PA por los miofibroblastos del estroma (Albo 1997; Sieuwerts, 1998).

También se han publicado numerosos datos que demuestran que el factor
de crecimiento epidérmico (EGF) posee una actividad promotora tumoral. Su
receptor ha sido identificado en estirpes celulares malignas de tumores mamarios
en seres humanos y en roedores. Ademads, se ha demostrado que ei EGF induce
la sintesis de su propio receptor. La sobreexpresion de este receptor se ha
asociado estrechamente con un pronostico desfavorable del cancer de mama
(Basu, 1987) y con una mayor velocidad de crecimiento tumoral en estucios
experimentales que establecen Ia posible influencia del EGF en la activacién y
modulacion del proceso de proteolisis del estroma a través de la activacion de
u-PA y colagenasas tipo V(92 kDa) (Watabe, 1998). Asimismo, la
sobreexpresion de este receptor puade ser importante en la génesis de una
respuesta inmunolégica tumoral, dado que se han detectado varios antigenos

tumorales especificos en la estructura de hidrato de carbono del receptor EGF
(Dickson, 1993).
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Los factores de crecimiento fibroblasticos (FGF) fueron iniciaimente
clesificados como factores de “competencia” que actuarian en una fase temprana
de la fase G1 del ciclo celular para estimular el crecimiento de las células
mesenquimatosas. Los miembros de esta familia incluyen los FGF écido y basico
(aFGF y bFGF) (Relf, 1997).

Posteriormente, se ha observado que los FGF participan en el control del
crecimiento normal y maligno del epitelio mamario. Ademas, se conoce que este
factor es una sustancia angiogénica potente (Dirix, 1997).

Nguyen ha demostrado la exisienciade unaco. siacion significativa entre
los niveles detectados en orina de bFGF y la capacidad invasiva del tumor
(Nguyen, 1994) .

C. Factor de crecimiento endotelial y su receptor (Tie",

Se ha publicado una importante funcién angiogénica para el factor de
cracimiento endotelial (VEGF) (Forrara, 1994).

El receptor del factor de crecimiento endotelial (T ie) pertenece a la familia
de las tirosina quinasa y se ha relacionado recientemente con el grado de
vascularizacion intratumoral del cancer de mama (Relf, 1997; Mandriota, 1997).
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Los receptores tirosina quinasa juegan un papel cruciai en la regulacion
de la proliferacion y diferenciacion celular (Van der Geer, 1994). El patron de
distribucién del MRNA Tie en las células endoteliales embrionarias y en algunos
tumores solidos sugiere que este receptor esta implicado en el desarrollo de la
vascularizacion embrionaria y posiblemente en &l proceso de neovascularizacion
tumoral. El mRNA Tie esta sobreexpresado en las células endoteliales durante
el desarrollo angiogénico embrionario (Korhonen, 1995).

Un estudio realizado por Salven y col. sobre la expresion de Tie en
diferentes lesiones mamarias y en tejido mamario normal, ha revelado una
scbreexpresion de este receptor en las células endoteliales del cancer de mama
en relacion al fibroadenoma y al tejido mamario normal, con significacién
estadistica (Salven, 1996). Segun Salven, la expresion de Tie en tumores
mamarios es un indicador de la angiogénesis tumoral, y actuaria como factor
prondstico en esta neoplasia. Por tanto, la inhibicior de la funcién de este
receptor, bloqueando su union especifica con el ligando o bien bloqueando la
transduccién de su sefial, puede constituir una potencial arma terapéutica
antiangiogeénica.

En la siguiente tabla se muestra un analisis estadistico de la expresion del
receptor Tie en las células endoteliales de Ias diferentes lesiones mamarias y en
tejido normal, en relacion al nivel de vascularizacion de cada una de ellas,
usando anticuerpos anti-Tie de 8 y anticuerpos CD31. Se puede observar un

aumento en la expresion de este receptor en el carcinoma de mama con respecto

al tejido normal, paralelamente a un aumento en la cuantificacién de microvasos
(Salven, 1996).
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Tejido Normal

Anélisis estadistico del recuento de microvasos utilizando anti-tie 7 e 8 y el anticuerpo
anti-CD31, en tejido marnario normal, en fibroadenoma y en carcinoma invasivo (Salven, 1996).

D. Factor “scatter” (SF) o factor de crecimiento hepatccitico.

Recientemente, se ha implicado al denominado factor “scatter” (SF)
también conocido como factor de crecimiento hepatocitico, en la
neovascularizacion de los tumores mamarios (Lamszus, 1997). Segun Lamszus
este factor favorece la motilidad y el proceso de invasion de las céiulas
tumorales. Su receptor es una tirosina quinasa codificada por el protooncogen
c-met. Este autor ha demostrado que la sobreexpresion de SF en lineas celulares

de cancer de mama praduce un incremento significativo de la masa tumoral en
comparacion con lineas celulares que no expresan este factor. Ademas ha
observado una mayor actividad quimiotactica para células endoteliales de la
microvasculatura en los clones SF+ en comparacién con los clones SF-.
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V. OTROS FACTORES PRONOSTICOS IMPLICADOS EN EL CANCER
DE MAMA.

La tendencia actual en |a terapéutica quirirgica del cancer de mama es
conseguir un porcentaje rada vez mas elevado de tratamiento conservador. Es,
por consiguiente, muy importante poder saber en el momento de instauracion del
tratamiento qué carcinomas presentan mayor probabilidad de recidiva mediante
indicadores que permitan instaurar una terapéutica preventiva complementaria,

y en cuales el tratamiento debe incluir medidas mas agresivas nc exentas de

morbilidad. Cuatro factores consideré Maas en 1990 como condicionantes del
riesgo de recidiva local: edad menor de 40 afos, presencia de carcinoma ductal
in situ alrededor del tumor, hallazgo de linfangitis carcinomatosa, y margenes de
la pieza operatoria comprometidos. Van Fournier agregd posteriormente otro
factor: el grado de componente intraductal en el tumor primario (Gardiol, 1995).

Los diversos factores pronésticos recogen aspectos muy diferentes de las
caracteristicas de la paciente y de la biologia de su enfermedad, haciendo
referencia tanto al carcinoma en si, al tiempo en que se ha hecho la deteccion,
la extension locorregional y la agresividad o potencial de crecimiento, la relacion
tumor-huésped y su capacidad de reaccién inmunolégica y el estado general.

La interaccion de estos factores pronésticos debe ser dindmica para que
su asociacion permita obtener ventajas para un seguimiento adecuado de estas
pacientes (Levine, 1991).

Con respecto a la utilidad y reconocimiento de estos factores prondsticos,
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la conferencia de consenso del NIH sobre tratamiento del cancer de mama en
estadio precoz (NIH, 1991) expone las siguientes condiciones: validez predictiva
significativa e independiente confirmada en pruebas clinicas, medicion o
determinacién factible, reproducible y de asequible realizacion con los
adecuadcs controles de calidad; y, facilidad para su interpretacion clinica, e
implicacion \erapéutica.

1.Tamaiio tumoral.

El tamafio tumoral es uno de los factores mas evaluados en el pronostico
del cancer de mama. Iniciaimente, se definio el cancer minimo como un
carcinoma in situ lobulillar, un carcinoma invasor intraductal de menos de 0,5 cm
de diametro maximo (Fisher, 1969). Posteriormente, otros autores han ampliado
este concepto incluyendo tumores de hasta 1 cm. Actualmente, la mayoria de los
autores coinciden en que los llamados canceres minimos (menores de 1 cm)
presentan una supervivencia a los 10 afos alrededor del 95%, mientras que los
tumores de hasta 5 cm de diametro presentan metéstasis ganglionares axilares
en ei momento de la consuita en el 75% de las pacientes. Hay que afiadir, sin
embargo, que existen excepciones, de forma tal que un 13 % de los tumores
menores de 1 cm tienen metastasis en el momento del diagndstico y un 5 % de
tumores mayores de 5 cm no las presentan (Potel, 1994). También es un hecho
aceptado que los tumores mayores de 6 cm tienen 10 veces mas probabilidad
de metastatizar en el nivel lil axilar en comparacién con los tumores mas
pequerios.
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Fisher en 1969 ya demostré una correlacién inversa entre el tamafio
tumoral y el indice de sup. ivencia. Este hecho fue corroborado asimismo per
Koscieiny en un estudio que abarcaba un periodo de 20 afios (afios 50-70)
(Koscielny, 1984). Méas recientemente, hay autores que han relacionado el
tamafio tumoral no sélo con la supervivencia giobal, sino también con ia
recurrencia o supervivencia libre de enfermedad (Gasparini, 1994). En este
estudio se realizé un seguimiento de una serie amplia de 254 pacientes con
cancer de mama y ganglios negativos durante un periodo de 62 meses,
estudiando varias variables, entre ellas el tamafio tumoral. Los resultados
obtenidos muestran mediante un analisis multivariante que la densidad vascular
intratumoral, la expresion de pS3, el tamario tumoral y la invasion linfatica son
factores pronésticos independientes, con significacion estadistica, para la
supervivencia libre de enfermedad. De todas las variables estudiadas, tan solo
el tamano tumoral fue hallado como predictor independiente de la supervivencia
giobal.

Con anterioridad, Neville habia publicado la supervivencia libre de
enfermedad a los 5 afios en relacién al tamafo tumoral: 88% en tumores
menores de 1 cm, 84% para tumores de 1 cm, 69% para tumores entre 1.1 y 2
cm, 60% para tumores de 2.1 a 3 cm, y 61% para tumores entre 2,1 y 5 cm de
diametro (Neville, 1992).

No existen dudas de que el tamaro del tumor es un factor importante del

prondstico y por tanto, debe utilizarse el tamafio anatomopatolégico y no el

clinico. Asi lo indica un trabajo reciente realizado por Abner en el que se expone
la frecuente discrepancia entre tamafio tumoral macroscépico y microscopico.
Este autor ha estudiado una serie amplia de 118 pacientes con cancer de mama
y ganglios axilares negativos, con el objetivo de determinar el valor predictivo de
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diseminacion a distancia del tamafio tumoral. Este autor concluye que el tamafio
microscopico es mejor predictor del riesgo de enfermedad a distancia que el
tamafio macroscopico, y afirma que aquellos tumores con un componente
invasivo microscépico mayor o igual a 1,1 cm presentan un riesgo sustancial de
diseminacion a distancia en comparacién con aquelios otros menores de 1 cm,
en los que el prondstico es excelente (Abner, 1998).

2. Estatus axilar.

En relacion al estatus axilar, Hutter enfatizo ia importancia, como factor
predictivo de la evolucién clinica, de la presencia o ausencia de ganglios
metastatizados en la axila, haciendo referencia al nimero de ganglios afectados,
los niveles comprometidos, a la presencia de micro o macrometastasis y a la

integridad o ruptura de la capsula de estos ganglios (Hutter, 1980). A mitad de

este siglo, se demostré que la cantidad de ganglios linfaticos axilares afectados
era inversamente proporcional a la supervivencia de la paciente. Por tanto,
cuanto mayor fuera la cantidad de ganglios afectados peor seria el pronéstico.
Carbone observé que, cuando se encontraban comprometidos de uno a tres
ganglios linfaticos, el indice de supervivencia a los 10 afios oscilaba entre el 38
y 54 %, y este indice disminuia a un 13 % cuando la enfermedad afectabaa 4 o
mas ganglios linfaticos.

No solamente es importante el numero de ganglios afectados, sino
también el nivel de las metastasis ganglionares. En este sentido, Adair ha
publicado las tasas de supervivencia a los cinco afios en relacion a los niveles
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de progresion de invasion ganglionar, de tal forma que para el nivel | se prevee
un 65%, para el nivel Il un 45%, y la invasién en el nivel Il se aproxima a un 28%
(Gardiol, 1895).

Berg observo la siguiente distribucion de los ganglios linfaticos axilares
desde el nivel mas bajo hasta el nivel mas alto: 45%, 35% y 20%,
respectivamente (Berg, 1995). En un analisis del compromiso ganglionar linfatico
total en relacion al nivel de metastasis, se observo que la supervivencia parecia
estar relacionada mas estrechamente con el nimero total de ganglios linfaticcs
metastaticos que con los niveles afectados. En relacion a estos argumentos se
estima que ia supervivencia a los 10 anos presenta un descenso lineai, de tal
forma que de 1 a 3 ganglios es del 60%, si estan afectados de 4 a 10 disminuye
hasta un 45%, y por ultimo, con mas de 10 desciende dramaticamente hasta un
15% (Harris, 1992).

También se observo que el prondstico era mucho mejor si la invasion de
los ganglios linfaticos era microscopica en lugar de macroscopica. Segun Huvos
y col., las micrometastasis eran consideradas como focos menores de 2mm y las
macrometastasis como focos mayores de 2mm y, por lo general visibles
macroscopicamente (Huvos, 1971).

Finaimente, se han realizado estudios en los que se muestra la posible

asociacion entre ia extension del tumor a través de la capsula de los ganglios

linfaticos con la probabilidad de recidiva tumoral, de tal manera que en caso de
existir extension extracapsular el indice de recurrencia puede liegar al 47% a los
22 meses, en comparacion con un indice del 30% en el caso de metastasis
confinadas dentro de la capsula ganglionar (Donegan, 1993).
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En la siguiente tabla se expone la supervivencia libre de enfermedad a los
18 afios en una amplia serie de 474 enfermas de cancer de mama con ganglios

axilares negativos (T1NOMO) distribuidas er: grupos en funcién de determinadas
caracteristicas anatomopatolégicas (Ronsen, 1990).

Caracteristicas
anatomo-patolégicas

TAMANO DEL TUMOR
>1cm

<1cm
TIPO DE TUMOR
Ductal o lobular
“Otro”
INFILTRADO LINFATICO
Presente
Ausente
INVASION VASCULAR
Presente
Ausente
GRADO NUCLEAR
Indiferenciado

Diferenciado

GRADO HISTOLOGICO
Indiferenciado

Diferenciado 20%

Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con ganglios negativos. Seguimiento de
18 afios (Ronsen, 1990).
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3. Crecimiento turnoral.

El crecimiento tumoral esta representado por los siguientes parametros:
tipo de invasion (diferenciando los carcinomas “in situ” de los invasores), el tipo

y el grado histolégico, el grado nuclear, |a invasién linfatico-vascular del tumor,

la presencia de necrosis intratumoral y la proporcién de elastosis en el estroma.

Fueron Carter y col. los primeros autores en observar que la necrosis
tumoral se asociaba a un indice creciente de metastasis axilares y mortalidad. de
tal forma. que los tumores con necrosis tumoral y un borde infiltrante eran
clinicamente mas agresivos (Carter, 1979). Las pacientes que presentaban
canceres con bordes infiltrantes y necrosis se asociaban a un indice de
metastasis axilares del 75 % y un indice de supervivencia a los 10 afos del
29 %, mientras que en las pacientes con canceres de borde regular y sin
necrosis esos indices fueron del 30 % y del 61 %, respectivamente.

Se han descrito dos tipos de necrosis. La necrosis mas frecuente, que
afecta al componente intraductal del cancer, fue denominada de tipo comedon.
Este tipo de necrosis parece ser ominosa en comparacion al tipo menos
frecuente de necrosis, similar a la observada en un infarto, que afecta al
componente estromal y representa areas de invasion. El grado de necrosis (leve,
moderada, severa) es un factor significativo en la valoracion del potencial de
agresividad tumoral, y tiene valor pronéstico sobre |a supervivencia en el cancer
de mama (Ackerman, 1995).

Asimismo se ha demostrado que tanto la invasién linfética como la invasion
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perineural representaban un hallazgo patologico desfavorable en relacion con la
supervivencia del paciente (Beck, 1985).

En relacion a la elastosis, algunos estudios han sugerido que podria
indicar un prondstico mas favorable en relacion a la supervivencia a los 5 anos,
puesto que posiblemente se trate de un signo de crecimiento lento del tumor
(Ravdin, 1997).

El grado histolégico de Bloom y Richardson, viene definido por el grado
de formacion de tubulos, el grado nuclear y el indice mitético. Es un marcador de
la actividad proliferativa del tumor, y numerosos estudios han confirmado su valor
prondstico en relacion a la supervivencia (Elston, 1981; Radvin, 1997). Se acepta
generalmente, que los tumores de grado |, bien diferenciados, se correlacionan
con una mayor edad de presentacion, la ausencia de infiltracion ganglionar y un
tipo histologico asociado a buen pronéstico, asi como a un menor tamano
tumoral. Por el contrario, los tumores grado I}l se han asociado a tamario tumoral
mayor de 2 cm, tipo histolégico invasivo, invasion vascular, ganglios linfaticos
infiltrados. receptores estrogénicos negativos y estado premenopausico de las
pacientes. todos ellos factores de mal pronostico (Neville, 1992: Menard, 1994).

En relacion al tipo histologico, el carcinoma in situ, el carcinoma tubular,
papilar, medular o coloide, tienen mejor prondstico. El carcinoma ductal infiltrante

implica un 75 % de los tumores invasores, y se caracteriza por la ausencia deun

patrén histolégico concreto, aunque puede mostrar determinadas areas con
algunos de los subtipos comentados anteriormente (Harris, 1992). Sélo uin 10%
de los tumores invasores presenta un patrén histolégico especifico, y en general
éstos presentan mejor pronostico que el ductal infiltrante, a excepcion de la

Elisabet Vidana Marquez




70

variedad “atipica” del carcinoma medular (Harris, 1992).

El carcinoma lobulillar infiltrante constituye un 5-10% de los tumores
invasores. Se caracteriza por su muiticentricidad, responsable de una mayor tasa
de recidivas y una discreta menor supervivencia que el carcinoma ductal
infiltrante (Harris, 1992; Berg, 1995).

Por ultimo, el carcincma inflamatorio de mama esta siendo considerado
como una entidad clinico patologica particularmente diferente de otros tumores,
con gran extension y tendencia a metastatizar. Presenta una aita mortalidad a
corto plazo, aunque existen estudios que describen supervivencias a cinco afios
del 30-66% con tratamiento adecuado (Culine, 1993).

Un estudio realizado por Berg sobre una amplia serie de pacientes con
cancer de mama, ha mostrado que la supervivencia en el carcinoma “in situ’,
independientemente del tipo histolégico, es de casi el 100% a los 5 afios. Segun
este estudio, el tipo histologico i - es un factor prondstico determinante para ser
incluido en un protocolo de tratamiento. Sin embargo, de forma individualizada
si puede ser Util en aquellas pacientes que desean conservar la mama, si se
tiene en cuenta la tendencia a la multifocalidad o el riesgo de bilateralidad de
alguno de los subtipos (Berg, 1995).

La evaluacion del grado de actividad proliferativa, a nivel histopatolégico,
de las neoplasias mamarias se realiza mediante diversas metodologias: El
clasico indice mitotico, aplicado desde hace décadas, es un parametro directo de

esta actividad. Se refiere a porcentajes, en relacién con las células que no se
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encuentran en division, por tanto, difiere del contaje mitético que hace referencia
a una determinada superficie sin tener en cuenta el nimero de células gue ocupa
el campo, por io que tumores de baja celularidad pueden ser emréneansente
evaluados como de bajo numero de mitosis. La determinacion de la sintesis de

ADN también ha sido establecida como marcador de la actividad metabélica

proliferativa, aunque su uso ha sido restringido en la practica clinica por su
dificultad técnica (Radvin, 1997). No obstante, en aquellos casos en que ha
podido ser utilizada de forma experimental ha proporcionado informacion muy
apreciable sobre la cinética de proliferacion celular. La bromodesoxiuridina es un
analogo a la pirimidina que es incorporado al ADN durante su sintesis. Debe
suministrarse in vivo o incubarse in vitro con tejido fresco, para posteriormente
ser analizada por métodos inmunohistoquimicos o por citometria de flujo tras
haber sido biopsiado el tumor.

En las ultimas décadas han hecho su aparicién los antigenos de
proliferacion celular que actian en determinadas fases del ciclo celular. El mas
utilizado y conocido es el Ki 67. Es un antigeno que se expresa en lafase My en
la parte final de la fase G2 y puede ser determinado con un anticuerpo
monoclonal. Su aplicacion ha sido estudiada extensamente por Brown y Gatter
(Brown, 1990). Se correlaciona con el indice mitotico, tiene relacion inversa con

la positividad de RE, y se asccia a recurrencias tempranas.

El PCNA o antigeno nuclear de proliferacion celular, fue descubierto
accidentaimente al comparar dos patrones de electroforesis bidimensional en
pacierites con lupus eritematoso. Reemplaza perfectamente al Ki 67 como
marcador de células que se hallan en el ciclo proliferativo.
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Las denominadas regiones de organizacion nuciear (NOR) son segmentos
cromosdmicos que codifican la sintesis de ADN ribosomai. E! aumento en el
numero contable de Ag NORs puede deberse a distintas circunstancias, todas
relacionadas con el grado de proiiferacion celular o la atipia nuclear. Existe una
correlacion directa entre el numero contable de Ag NORs y la expresion del Ki
67,y el PCNA.

Por ultimo, la citometria de flujo proporciona una excelente informacion
acerca del contenido de ADN. la ploidia y la fraccion de fase S en que se
encuentra la actividad proliferativa del tumor. Pacientes con aneuploidia tienen
peor pronodstico que aquellas con diploidia, con algunas controversias. Sin
embargo, el conocimiento de la fase S da el patron citolégico, de tal forma que
pacientes con una fraccion proliferativa baja tienen mejor sobrevida libre de
enfermedad que aquellas portadoras de una alta fase S. Asimismo se ha
asociado una elevada fase S con una superexpresion del oncogen HER-2/Neu
y con una pérdida del oncogen supresor p53 (Radvin, 1997)

4. Receptores hormonales.

En el conjunto de los nuevos indicadores de actividad biologica del

carcinoma de mama, ocupan un lugar destacado el estado de los receptores
hormonales para las dos hormonas esteroideas femeninas: estrogenos y
progestagenos. El papel de los estrogenos en el cancer de mama es bien
conocido desde hace unas décadas y su conocimiento surgi6 del beneficio que

proporciond la castracion quirirgica en la evaluacion de los canceres avanzados.
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La observacion de que la exposicion a los estrogenos se asocia con el desarrolio
de cancer de mama en modelos experimentales fue llevada a cabo por primera
vez por Bittner (Henderson, 1980). Este autor postuld que las hormonas podian
incrementar directamente la incidencia de neoplasia, es decir, actuar como
carcinégenos.

Una considerable cantidad de datos epidemioldgicos actuaies sugieren
que laduracion de la exposicion de la glandula mamaria al estrégeno, juntamente
con otros factores dietéticos, genéticos y ambientales, es direciaiisnte
proporcional al riesgo de cancer de mama. Otra hipotesis postula que la
exposicion prolongada a los estrogenos endogenos (menarquia temprana y
menopausia tardia) pareceria incrementar el riesgo de cancer de mama. Ademas,
la expcsicion a los estrogenos se ha asociado con el desarrollo de
adenocarcinoma vaginal, cancer de endometrio y tumores del higado.

Una hipotesis alternativa al papel de los estrégenos como “promotores’ del
proceso de carcinogénesis hormonal sugiere que los estrogenos también
actuarian de forma directa para provocar lesiones celulares. Esta hipotesis se ha
basado en los conocidos efectos carcinogénicos del dietilestrilbestrol en las hijas
de mujeres que tomaron esta sustancia. Se considera, pues, que los estrogenos
esteroides actuarian como carcinégenos mediante diferentes transformaciones
metabdlicas. Tanto el ADN como las proteinas podrian ser los sustratos de estas
lesiones. El estrégeno induce la sintesis de gran cantidad de enzimas que
participan en la sintesis de acidos nucleicos, entre ellas destaca la DNA
polimerasa y el protooncogen c-myc. El receptor para la progesterona también
es inducido por el estrogeno, a nivel del RNAm. Ademas, tanto los estrogenos
como los antiestrogenos pueden alterar la sintesis y/o la secrecion de diversas

pioteinas, entre ellas destaca los activadores del plasminégeno y otras
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proteasas, que contribuirian a la progresion y al crecimiento tumoral, a través del
proceso de degradacion de la membrana basai. También es probable que estas
proteasas ejerzan otras funciones adicionales, tales como facilitar la liberacion
de otros factores de crecimiento (Radvin, 1997).

Actuaimente la determinacion de los receptores de estrogenos y
progesterona constituye un marcador de diferenciacion importante. Corresponden
amacromoléculas proteicas con capacidad especifica de interaccion quimica con
las hormonas esteroideas, estrogenos y progesterona. Se trata de proteinas
labiles, potencialmente degradables por diversas proteasas, pero
caracteristicamente resistentes a las nucleasas (Sanchez, 1995).

Las hormonas esteroideas presentan un peso molecular relativamente
Fajo, y se considera que pueden penetrar en el citoplasma celular por simple
difusién. Su funcion primordial consiste en inducir una transformacion quimica de
las proteinas receptoras, convirtiéndolas en funcionaimente activas para
desencadenar una actividad biologica controlada y especifica. El punto clave
para la iniciacion de esta actividad bioldgica se situa en zonas aceptoras del
ADN, que bajo la influencia del complejo hormona-receptor presenta
reduplicacién y determina un incremento de la sintesis de ARN-mensajero, el
cual modula la sintesis de diversas proteinas especificas. Entre éstas destacan
las proteinas que constituyen el receptor estrogénico y el de progesterona. La
presencia de ésta ultima se ha considerado como indicador de la actividad
funcional de los receptores estrogénicos. Otras proteinas también reguladas por
la actividad de los recepiores estrogénicos son la pS2 y |a catepsina D (Sanchez,
1985).
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La localizacion del complejo hormona-receptor es iniciaimente

citoplasmatica con posterior translocacion a nivel nuclear, para ejercer su accion

sobre el ADN. Sin embargo, aunque se acepta que la sintesis de la proteina
receptora ocurre en el citoplasma, numerosos estudios actuales sitian la
localizacion de este complejc en el nucleo.

Caracteristicamente, los receptores de estrogenos y progesterona
presentan sus células diana en céluias epiteliales de vagina, cérvix uterino,
endometrio y trompas de Falopio, asi como en el estroma especifico del tracto
genital femeninc. Especiaimente. en el endometrio su contenido cambia en
relacién con la fase del ciclo menstrual. En los tejidos de la glandula mamaria
normal. las cantidades existentes de estos receptores son insignificantes. En
principio se acepta que no estarian presentes en las células mioepiteliales y del
estroma. En procesos no neoplasicos mamarios, y concretamente en aquellosen
los que se desarrolia proliferacion a nivel ductal o lobular, aumeria la presencia
de receptores, en relacion con el grado de proliferacion epitelial, aunque en
general no alcanza los niveles observados en los carcinomas mamarios. En las
hiperplasias mamarias, pueden detectarse con una distribucién relativamente

homogenea.

Los carcinomas de mama pueden expresar estos receptores con gran
variabilidad. No ha sido posible establecer una relacién ecrsiante entre la
positividad o negatividad y los parametros mas aceriados en la valoracion de
los carcinomas de mama, como la edad de presentacion, el estado hormona! pre
o postmenopausico, el tamario tumoral, el tipo y el grado histolégicas, y el estado
de los ganglios linfaticos axilares.

Elisaber V'idaha Marquez




Introduccion

Se acepta que la positividad aumenta més en relacion con la edad que
con el estado pre o postmenopausico. E! tamafio tumoral y el tipo histolégico
aparecen en principio como dos parametros independientes, aunque se admite
que la negatividad parece aumentar con el tamafio y se ha descrito mayor
positividad en los carcinomas lobulillares infiltrantes. Ademas, los grados
histolégicos mas aitos se correlacionan con mayor incidencia de negatividad, y
no parece haber ningun tipo de correlacion entre la presencia o ausencia de
metastasis en ganglios linfaticos axilares y el estado de los receptores
hormonales. Sin embargo, un dato interesante a tener en cuenta es la frecuente
distribucion homogénea de estos receptores dentro del mismo proceso
neoplasico. En la practica, hay dificultades para establecer la absoluta
negatividad en un caso determinado, y cuando se detecta positividad no siempre
es posible asegurar que es la maxima existente.

Inicialmente se planted la posibilidad de que la determinacion de
receptores hormonales presentara su mayor significado en la prediccion de la
respuesta neoplasica a la terapéutica adyuvante antiestrogénica. Actualmente,
se plantea la posibilidad de que puedan tener significado prondstico en el cancer
de mama. Es necesario tener en cuenta que estos carcinomas presentan
distintos patrones de positividad o negatividad de receptores de estrogenos y de
progesterona. Aproximadamente un 41% de los casos son RE+RP+, un 17%
RE+RP-, un 38% RE-RP-, y un 4% RE-RP+. Si a esto se afiade que la positividad
es variable en intensidad en los distintos casos, es dificil establecer qué patrén
de receptores alcanza un mayor valor prongstico.

Independientemente de las consideraciones expuestas, numerosas
experiencias publicadas estabiecen que la positividad de estos receptores en el

carcinoma de mama se asocia a un mayor intervalo libre de enfermedad y
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posiblemente a una mayor supervivencia global (Hupperets, 1997). Ademas,
aunque la positividad o negatividad parece carecer de relacion con la existencia
o no de metastasis en ganglios linféticos axilares, se ha sefialado que los casos
positivos desarrollan con alta frecuencia metastasis en hueso y partes blandas,
y los negativos a nivel visceral (Sanchez, 1995).

Dado que el estado de los receptores guarda escasa relacion con otros
indicadores prondsticos, se ha considerado la posibilidad de que tuvieran el valor
de indicadores independientes. incluso se han aportado datos que consideran
la posibilidad de considerar |la positividad para receptores de progesterona como
un indicador pronéstico independiente, con mayor valor que los receptores
estrogénicos a la hora de establecer predicciones sobre el intervalo libre de
enfermedad (Bernoux, 1998).

5. Expresion de oncogenes.

Ademas de los factores hormonales existen componentes ambientales y
genéticos relacionados con el cancer de mama. Los oncogenes fueron
originalmente identificados como genes que confieren un potencial transformador
a virus tumorales de RNA (retrovirus). Posteriormente, se determiné que estos

elementos representaban mutaciones de genes (protooncogenes) que habian

sido transformados del ADN de las células huéspad. Se piensa que los

protooncogenes participan del control del crecimiento y desarrolio normal y que
contribuyen al proceso de carcinogénesis cuando sufren una alteracion de su
funcién y/o su estructura, dando lugar a los oncogenes (3,30,41,49,50,99,. Los
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protooncegenes tienen importantes funciones en ia mitosis, diferenciacion y

funcionamiento de las células normales, codificando la sintesis de numerosas
proteinas que actuan como factores de crecimiento, receptores de hormonas ,
etc. (Valladares, 1992).

En las células glandulares mamarias funcionan los siguientes proto-
oncogenes: c-abl,, c-bel, c-erbB-3, c-fms, c-fos, c-hst, c-int-2, c-int-3, c-Ick, c-mos,
c-myc, c-neu (c-erbB-2/HER-2), c-raf-l, c-Ha-ras-1, c-Ki-ras-2, c-sis. C-src, wnt-1
y Wnt-2. También se encuentran los genes supresores p53, Rbl, nm23-HI y
nm23-H2 (Valladares, 1992).

Los principales oncogenes implicados en ia carcinogénesis mamaria son
c-int-2, c-neu (c-erbB-2/HER-2), c-myc, c-Ha-ras, y el gen supresor Rb-1. A estos
oncogenes se deben afadir int-1, irp y c-int-3, y los genes supresores p53, nm23-
H1 y nm23-H2 (Ernberg, 1990).

Koester y col. estudiaron 60 muestras de cancer de mama humano en
relacion con 25 proto-oncogenes. Estos autores hallaron una expresion
aumentada de alguno de los oncogenes c-erbB, c-src, c-raf-1, c-ick, c-Ha-ras y
c-neu en el 25-30% de los tumores analizados (Koester, 1991). De esta forma,
se ha correlacionado la progresidn tumoral en el cancer de mama con la
amplificacion de estos oncogenes (Valladares, 1992).
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A. Oncogenes c-myc.

Uno de los protooncogenes mas ampliamente estudiados, de localizacion
nuclear, es conocido como c-myc. Su expresion parece ser necesaria en el ciclo
celular, de tal forma que es inducido por e! tratamiento de fibroblastos latente:s
con factor de crecimiento inmediatamente antes del comienzo de la fase S,
siendo considerado un complejo de replicacion del DNA. Se ha demostrado que
en el cancer de mama e! c-myc a menudo esta reordenado y/o amplificado, y su
RNA esta sobreexpresado en tejidos tumorales cuando se les compara con
lesiones hiperplasicas y tejidos normales de control. La amplificacion de c-myc
corresponde a los carcinomas mamarios con peor prondstico clinico, ya que
revela una mayor posibilidad de diseminacion a distancia, mayor numero de
recurrencias y una menor supervivencia global, incluso en pacientes con ganglios
axilares negativos (Guerin, 1988; Valladares, 1992).

B. Oncogenes c-ras.

La familia de oncogenes ras (V-ras-H, c-H-ras) parece estar implicada en
incrementar la capacidad metastasica del tumor, a través de un aumento en la

secrecion de factor de crecimiento y en la capacidad de mutacion genética.

Mediante estudios con lineas celulares estrégeno-dependientes se ha
demostrado que una sobreexpresion de estos oncogenes produce un aumento
en la capacidad de invasion de la membrana basal, asi como un aumento en la
secrecion de factores de crecimiento polipeptidicos, dando lugar a la
transformacion maligna experimental de las células mamarias (Chang, 1982,
Vailadares, 1992).
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C. Oncogen c-neu.

C-Neu, que ha sido conocido anteriormente como c-erbB-2 y HER-2,
codifica la proteina p155 c-neu (Padhy, 1982). El gen c-neu se localiza en la
region cromosomica 17q11-q22, muy préximo al gen R-EGF(receptor del factor
de crecimiento epidérmico). El EGF se encuentra sobreexpresado en tumores
con receptores estrogénicos negativos, con alto grado de invasion. Actia como
receptor para el factor de crecimiento transformador a. Ha sido descrito como
factor de sensibilidad hormonal del tumor, determinante de la respuesta a la
terapia endocrina. E! c-erb-B2 (neu o HER2) es estructuralmente similar al
receptor para EGF (Bargmann, 1986).

Hay estudios que han demostrado que la amplificacion del oncogen c-neu
se correlaciona significativamente con la cantidad de ganglios linfaticos
invadidos, y con la aparicion de resistencia al tratamiento adyuvante (Radvin,
1997, Sjogren, 1998). No obstante, son necesarios nuevos estudios de validacion
de estos protooncogenes como factores prondsticos en el cancer de mama.

6. Catepsina D, p53 y pS2.

A. Catepsina D.

La catepsina D es una enzima presente en todas las células eucariotas

Tesis Doctoral




Introduccion 81

(Ravdin, 1993). Se transforma en forma activa en los lisosomas, y presenta un
pH 6ptimo &cido. Es sintetizada bajo forma de precursor de 52 kD. Dentro de la
cascada de activacion de las diferentes proteasas, la procatepaine es ia Unica
capaz de producir su activacion dando lugar a las proteinas de 48, 34 y 14 kD
que representan las formas activas de esta enzima.

En las células normales y ias células cancerosas hormono-sensibles, la
sintesis de catepsina D esta regulada por los estrégenos (Fulco, 1998). Por
contra, esta proteasa esta producida en exceso de forma constante en los
canceres hormono-independientes.

Hay numerosas experiencias clinicas que relacionan la catepsina D con
el fenémeno metastasico. La catepsina D y su proenzima presentan una actividad
mitégena autocrina, de tal forma que pueden participar en la maduracion de
factores de crecimiento localizados en la superficie celular o bien en la matriz
extracelular. Ademas, la actividad proteolitica de la catepsina D sobre los
constituyentes de la matriz extracelular podria facilitar el proceso de invasion
(Kute, 1998).

La primera hipétesis concerniente a la catepsina D y sus implicaciones
clinicas, basada sobre el principio de hormono-induccién, implicaba a esta
proteasa como pesible marcador sérico de la hormono-dependencia de los
canceres de mama. Actuaimente, se conoce el papel de esta enzima a nivel
tisular, y se rechaza la hipbtesis de marcador sérico. Se han descrito tasas
elevadas de catepsina D en cancer de mama en relaciéon a tumores benignos
(Foucre, 1991) y tejido mamario normal. Estas diferericias son igualmente
halladas para las tasas de procatepsina D . Hay evidencias experimentales que
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afirman que los niveles de catepsina D son independiantes de la edad y del
estado hormonal. Asimismo, se ha descrito una ausencia de relacién con el
tamario turnoral y con el grado tumorai (Winstanley, 1993). En la actualidad, la
asociacion de los niveles de catepsina D con los receptores hormongles y con la
invasién ganglionar es objeto de controversia. Los primeros estudios piloto
realizados mostraron que la catepsina D era un marcador prondstico para la
mayoria de los canceres de mama, aun mas efectivo que la procatepsina D. Los
resuitados obtenidos indicaban que los niveles elevados de catepsina D se
asocian a una supervivencia global mas corta.

Hay autores que han observado una relacion con significacion estadistica
entre los niveles elevados de catepsina D y la resistencia al tratamiento
adyuvante con quimioterapia en pacientes con ganglios positivos (Namer, 1991).
En definitiva, son numerosos los estudios que afirman que los niveles altos de
catepsina D constituyen un marcador de peor pronéstico con caracter
independiente en el cancer de mama (Fulco, 1998; Foeckens, 1999).

B. Oncoproteina p53.

La p53 es una fosfoproteina nuclear vinculada a Ia transformacion de
antigenos T en cultivos inducidos por virus. En condiciones normales, se
comporta como un gen de supresion tumoral (antioncogen). Las mutaciones de
este gen codifican una protc.na p53 alterada, con significacién pronastica en el
cancer de mama. Numerosos esturiios recientes muestran que las mutaciones
génicas de p53 constituyen un marcador prondstico independiente de recidiva

temprana local en pacientes con cancer de mama y ganglios axilares negativos
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(Falette, 1998; Degeorges, 1998). Recientemente, Degeorges ha demostrado,
tras un estudio que incluia a 282 pacientes con cancer de mama y ganglios
negativos, una importante asociacion significativa entre la p53 alterada con el
grado histolégico y el carcinoma ductal infiltrante. Sin embargo, no ha hallado

relacion entre las alteraciones génicas de p53 y otras variables como la edad, el

tamaiio tumoral y los receptores hormonales.

Otros autores (Gonzalez-Palacios, 1997) han demostrado la existencia de
una correlacion inversa entre la expresion de p53 y la densidad vascuiar
intratumoral, sugiriendo que en el carcinoma de mama invasivo la sobreexpresion
del fenotipo p53 interviene en la modulacion del proceso de neovascularizacion.

C. Proteina pS2.

La pS2 es una proteina especifica de tipo celular cuya expresion esta
regulada por los estrogenos a través de los receptores estrogénicos. La
expresion de pS2 en el carcinoma de mama es utilizada como indicador de la
respuesta adyuvante con tamoxifeno (Fulco, 1998; Thompson, 1998). Se ha
demostrado su inhibicion por antiestrégenos en lineas celulares de cancer de
mama MCF-7 (Motomura, 1297).

Ademas, es considerada como un factor de prediccion de la recurrencia
tumoral, aunque no de la supervivencia global. La combinacion del estatus
ganglionar con la expresion de pS2 es un indicador prondstico importante en el
carcinoma de mama, de tal forma que segun Thompson aqueilas pacientes con
ganglios positivos y pS2 negativa presentan una mortalidad del 41% a los 6 aflos
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de seguimiento, en comparacion con aquelias pacientes con ganglios negativos
y pS2 positivos en las que la supervivencia a los 6 aflos de seguimiento esta
proxima al 100% (Thompson, 1998).

Otros autores (Ardavanis, 1997) han mostrado recientemente que la
positividad de pS2 en canceres de mama esta asociada con la presencia de
positividad para receptores de progesterona, y este hecho es un marcador del

funcionamiento de los receptores estrogénicos.

-
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VI. OBJETIVOS.

El analisis pormenorizado de los estudios discutidos en la seccidon de
Introduccién de la presente memoria nos ha permitido destacar el interés
mostrado por la comunidad cientifica sobre el papel que la neovascularizacion
o0 arigiogénesis tumoral pudiera tener en la evolucion clinica de diversos tipos de
neoplasias. Es especialmente relevante la atencion prestada al proceso de
angiogenesis en el céncer de rnama. De hecho, no es aventurado afirmar que
parece estar demostrado que el crecimiento y la capacidad invasiva de los
tumores mamarios esta estrechamente relacionado con el fenémeno de
desarrollo vascular intratumoral y la densidad vascular puesta de manifiesto en
los estudios histolégicos de la pieza tumoral.

Destaca, también, en la literatura cientifica el interés por el estudio en los
tumores mamarios de ia expresion del activador del plasminogeno tipo urokinasa
(u-PA), que pertenece al sistema de activacion plasminégeno-plasmina y es
liberado por las células tumorales en respuesta a multiples estimulos. Se ha
propuesto su interés en la caracterizacion biologica de los tumores, y la utilidad
como marcador bioquimico e histolégico de la angiogénesis tumoral.

El objetive fundamental del presente trabajo ha sido estudiar una serie de
pacientes diagnosticadas de cancer de mama, incluidas en la casuistica del
Hospital Torrecardenas de Almeria durante un periodo de dos afios, analizando
variables de orden histolégico, bioguimico y clinico, tratando de encontrar

asociaciones que permitan la caracierizacion de los tumores y ia agrupacion de

las pacientes en grupos de riesgo de recidiva y/o metastasis similar.
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De forma concreta los objetivos propuestos en este trabajo son:

1.- Analizar las caracteristicas histologicas de la serie de tumores
incluidos en el estudio, prestando especial atencién a la densidad vascular
intratumoral y tratando de definir patrones de distribucion de los microvasos que
permitan clasificar los tumores de acuerdo a esta caracteristica.

2.- Determinar en el extracto proteico soluble dei tejido tumoral -citosol-

marcadores de hormonodependencia, de invasividad tumorai y de crecimiento

vascuiar, que permitan tipificar los tumores y definir grupos de relativa

homogeneidad. Especial atencidn se prestara a la expresion del activador del
plasminogeno tipo urokinasa.

3.- Correlacionar los factores histolégicos, los hallazgos bioquimicos y las
caracteristicas de presentacion de la enfermedad -edad, estado hormonal,
tamano tumoral, grado de extension....- en orden a definir asociaciones con

posible utilidad para predecir el riesgo de recidiva y/o metastasis tumoral.
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De forma concreta los objetivos propuestos en este trabajo son:

1.- Analizar las caracteristicas histolégicas de la serie de tumores
incluidos en el estudio, prestando especial atencion a la densidad vascular
intratumoral y tratando de definir patrones de distribucion de los microvasos que
permitan clasificar los tumores de acuerdo a esta caracteristica.

2.- Determinar en el extracto proteico soluble del tejido tumoral -citosol-
marcadores de hormonodependencia. de invasividad tumoral y de crecimiento

vascular, que permitan tipificar los tumores y definir grupos de relativa

homogeneidad. Especial atencion se prestara a la expresion del activador del

plasminogeno tipo urokinasa.

3.- Correlacionar los factores histologicos, los hallazgos bioquimicos y las
caracteristicas de presentacion de la enfermedad -edad, estado hormonal,
tamano tumoral, grado de extension....- en orden a definir asociaciones con

posible utilidad para predecir el riesgo de recidiva y/o metastasis tumoral.
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PACIENTES, MATERIAL Y METODOS.

I. DESCRIPCION DE LA SERIE CLINICA.

El estudio realizado consta de un total de 52 mujeres diagnosticadas y
tratadas de cancer de mama en el Hospital Torrecardenas de Aimeria durante gl
periodo comprendido entre abril de 1996 y abrii de 1998. Esta serie clinica forma
parte de otra de mayor tamario, base de un estudio de factores etioldgicos en
cancer de mama, en el que se analizan entre otros factores la importancia de la
exposicion humana a compuestos quimicos con actividad hormonal y el riesgo de
padecer cancer de mama (Proyecto FIS 95/1959). La muestra no incluye las
neoplasias de mama en mujeres de menos de 30 afos por constituir éste un
criterio de exclusion para el trabajo de la beca FIS, aunque esta anotacion no es
representativa debido al poco nimero de pacientes de esta edad con cancer de

mama en nuestro hospital durante este periodo (2 pacientes).

Los datos descriptivos de la serie clinica se representan en la tatla 1.

Tabla1. Serie clinica.

EDAD N Rango Media

52 30-71 afos 55,98 anos

STATUS N Premenopéusica Postmenopausica
HORMONAL 52 19 33

TRATAMIENTO N MRM + VA CONSERVADOR
QUIRURGICO 52 | 34 Madden y 2 Patey 16

MRM: Mastectomia radical modificada.
VA: Vaciamiento axilar.
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El tratamiento quirurgico se ha realizado siguiendo el protocolo de

tratamiento previamente definido y estandarizado en nuestro hospital. Este

protocolo se expone a continuacion.

1. Tratamiento locorregional.

A. Carcinomas infiltrantes.

Las opciones terapeuticas en estos tipos de carcinomas se basan en los
factores que componen la clasificacion TNM clinica, sistema adoptado tanto por
la Union Internacional Contra el Cancer (UICC) como por The American Joint

Committee on Cancer Staging:

-Tratamiento conservador.
-Mastectomia radical modificada.

Ambas se acompanan de vaciamiento axilar.

Tratamiento conservador.

Presenta las indicaciones siguientes :

Dependientes del tumor.

-Tamafio tumoral menor de 3 cm.
-Axila clinicamente negativa.
-Extension no superior a 1/5 del tamario de la mama.
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Probzblemente el mejor criterio consiste en la vaioracion de la relacion
tamafio tumoral/tamario de ia mama.

Dependientes de |a paciente.

-Deseo de conservar la mama.
-Nivel de conciencia y social adecuado para acudir con periodicidad
a las revisiones y continuar tratamiento coadyuvante.

Contraindicaciones del tratamiento conservador:

Absolutas:

-Tumor mayor de 3 cm, © menor que ocupa mas de 1/5 del tamano
de la mama.

-Axiia con ganglios palpables y supuestamente afectados.
-Tumores retroareolares o centraies.

-Tumores multicéntricos.

Relativas:

-Tumores de altc grado histolégico, alto componente intraductal o
del tipo comedociano.

-Existencia de otras neoplasias (en fase de tratamiento).
-Antecedente personal o familiar (de importancia) de cancer de
mama.

-Otras enfermedades de interés de la paciente, que impidan una

correcta radioterapia.

-Mamas displasicas: muy fibrosas, hiperplasicas o con adenosis.
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-Mujer embarazada.

Pauta quirtirgica en el tratamiento conservador:

-Anestesia general.

-Tumorectomia / Cuadrantectomia. Extirpacién completa del tumor con
margen de seguridad entre 1 y 2 cm.

-ldentificacion de margenes tumorales.

-Estudio Anatomopatoldgico de la pieza extirpada. Nos interesa confirmar
el diagnostico y valorar el tamafio del tumor, infiltracion microscopica de ios
bordes de reseccion, grado histologico y componente intraductal, asi como la

estirpe histolégica - lobulillar, ductal. “in situ”.

-Linfadenectomia axilar completa. Exéresis del paquete axilar graso y de

todas sus adenopatias (niveles de Berg). |dentificamos los tres niveles
ganglionares:

-Nivel | .- Grupo de ganglios linfaticos externo (axilar).
-Nivel Il.- Grupo de ganglios linfaticos central.

-Nivel Ill.- Grupo de ganglios linfaticos apical (supraclavicular).

Consideramos que la extirpacion es incompleta cuando el numero de

ganglios resecados es inferior a 10.

-La radioterapia es obligada en todos los casos en los que se realiza este
tratamiento.
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Mastectomia radical modificada (MRM).

Se realiza cuando esta contraindicado el tratamiento conservador :

-Tumor mayor de 3 cm.

-Tumor desproporcionado al tamafno de la mama, retroareolar o
multiple.

-Axila positiva (N1, N2)

-Tumor de crecimiento répido, alto grado histolégico o componente
intraductal.

-Preferencia de la paciente.

-Contraindicaciones medicas.

-Calidad / accesibilidad de la radioterapia.

-Casos especiales: enfermedad de Paget, embarazo, mama

inflamatoria, tratamiento conservador previo.
La mastectomia radical modificada presenta dos modalidades, tipo
Madden o tipo Patey. Predomina la MKM tipo Madden frente al tipo Patey en

nuestra serie clinica. (Tabla 2).

Tabla 2. Tratamiento quirtrgico. MRM.

Porcentaje
MRM Madden 944 %

MRM Patey 56 %

La mastectomia radical modificada consiste en la extirpacion
completa de la mama, de la piel suprayacente al tumor con un margen de

seguridad de 3 a 5 cm, y de los linfaticos axilares. La diseccion Patey consiste
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en una mastectomia radical modificada con reseccion del musculo pectoral

menor, que permite un mejor accesc a los ganglios linfaticos del nivel Ili, a

diferencia de la diseccion tipo Madden que conserva el muscuio pectoral menor.

B. Casos especiales.

Estadio IlIA.

La actitud en estos casos sera:

- Mastectomia radical modificada.

- Quimioterapia posterior

Carcinoma ductal in situ.

Tradicionalmente la mastectomia ha demostrado indices de curacion del

99%. En la actualidad, la opcion recomendable es el tratamiento conservador,

considerando siempre la extension del tumor. el subtipo histoldgico y una

excision adecuada.

Carcinoma lobulillar in situ.

Eltratamiento estandar para estas pacientes es el seguimiento cuidadoso,

mientras que la mastectomia total puede considerarse bajo circunstancias

especiales.
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Embarazo y cancer de mama.
El tratamiento se realizara en funcion de las caracteristicas clinicas del

tumcr, debiendo interrumpir el embarazo en caso de quimioterapia u
hormonoterapia.

Enfermedad de Paget.

Distinguimos dos situaciones:

- Tumor no palpable: mastectomia simple.

- Tumor palpable: actitud segun las caracteristicas clinicas del tumor

Carcinoma inflamatorio.

Su diagnostico precisa una biopsia de mama que incluya piel. El

tratamiento inicial consiste en quimioterapia sistémica.
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2. Tratamiento sistémico.

El protocolo de tratamiento adyuvante sistémico se expone a continuacion.

Tabla 3. Pacientes con ganglios negativos.

RIESGO PREMENOPAUSICA POSTMENOPAUSICA
Bajo No tratamiento No tratamiento
Intermedio Tamoxifeno Tamoxifeno
Alto (receptcres -) Quimioterapia Quimioterapia

Alto (receptores +) QTP / TMX TMX / QTP

QTP: Quimioterapia.
TMX: Tamoxifeno.

iesgo bajo:
- Carcinoma in situ o microinfiltrante.
- Tumor menor de 1 cm.
- Tumores tubulares, coloides o papilares.
Riesgo intermedio:
- Tumor entre 1-2 cm con RE + y grado nuclear I-11.

Riesgo alto:

- Tumores mayores de 1 cm con RE -.

- Tumores de grado nuclear lil.
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Tabla 4. Pacientes con ganglios positivos.

PREMENOPAUSIA POSTMENOPAUSIA
RE- RP- QTP QTP + TMX
RE+RP+ QTP + TMX TMX

QTP: Quimioterapia.
TMX: Tamoxifeno.
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il. DATOS HISTOLOGICOS EVALUADOS.

La pieza quirurgica es derivada al servicio de Anatomia Patolégica, donde
se realiza el estudio anatomopatolégico adecuado de acuerdo con el protocolo
para cancer de mama definido en nuestro hospital. Ademas, de forma
extraordinaria se ha determinado la densidad vascular intratumoral de todos los
carcinomas que componen |a serie clinica estudiada, con objeto de responder a
los objetivos planteados en este trabajo.

1. Estudio anatomopatoldgico definitivo de la pieza quirurgica.

Como ya se ha comentado esta basado en el protocolo del servicio de

anatomia patologica para el cancer de mama. Consta de los siguientes puntos:

1. Datos de filiacion de la paciente.

2.Referencias de citologias previas o0 cualquier otro estudio

anatomopatolégico realizado previamente.

3. Referencia del estudio actual.

4. Estudio macroscopico:

4.1 lateralidad: derecha o izquierda.

4.2 tamafio de la pieza quirurgica.

4.3 alteraciones del pezon:. sin alteraciones, ulcerado,
edematoso, retraido, eczematosc.

4 4 alteraciones de la piel. sin alteraciones, piel de naranja,
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edema, uiceraciones.
4.5 tumor:
-localizacion: cuadrante, zona intercuadrantes, subareolar,
cola axilar.
-tamano.
-tipo: estreliado o circunscrito.

-muiticentricidad: si o no.

4.6 bordes quirurgicos: se especifica si estan libres o infiltrados,

y la distancia de tejido sano con respecto al tumor.

4.7 otra patologia macroscopica mamaria coexistente con el
tumor principal.

4.7 Ganglios linfaticos: si los diferentes niveles ganglionares son

aislados quirurgicamente, se especifica el numero en cada
nivel y su aspecto macroscopico tumoral o no. El nivel lll se
remite aislado e identificado.

5. Estudio microscopico:
5.1 Tipo y subtipo de carcinoma:
- carcinoma ductal in situ.
- carcinoma lobuliliar in situ.

- carcinoma ductal infiltrarite.

- carcinoma lobulillar o lobular infiltrante.

Elisabet Vidana Marquez




Pacienies. Material v Aétodos

5.2 Grado histolégico.

Se basa en la valoracion de tres parametros histolégicos:

formacion de tubulos, atipia nuciear e indice mitético, y el computo
total de los mismos de la siguieite forma:

- formacioén de tubulos:
- mas dei 75% de tubulos en el tumor: escore 1.
- entre 50 y 75%: escore 2.

- menos del 50%: escore 3.

- grado nuclear:

- @escasa variacion en el tamario y forma de los
nucleos: escore1.

- presencia de pleomorfismo moderado: escore 2.
- marcada variacion en el tamaro y forma de los

nucleos: escore 3.

- indice mitotico:

- < de 10 mitosis por 10 campos de 40 aumentos:
escore 1.

- entre 10 y 20 mitosis por 10 campos de 40
aumentos: escore 2.

- > de 20 mitosis por 10 campos de 40 aumentos:
escore 3.
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El grado histoldgico resulta de la suma de los escores:

- GRADO | (BIEN DIFERENCIADO): suma de escore 3-5.
- GRADO Il (MODERADA!ENTE DIFERENCIADOQ). suma
de escore 6-7.

- GRADO Ill (POBREMENTE DIFERENCIADQ): suma de
escore 8-9.

5.3 Otros aspectos microscopicos.

- necrosis tumoral: ausente, minima, extensa.

- calcificacion: ausente. minima, extensa.

- invasion tumoral perineural y/o vascular: presente 0
ausente.

- componente in situ: se refiere al componente intraductal

o intralobular que puede coexistir con el componente

infiltrante del tumor. Se especifica la extension que ocupa

en el tumor, fundamentaimente si supone mas o menos de

25% del mismo, el subtipo histolégico, y la extension que

ocupa en el seno del tumor.

- lesiones asociadas o coexistentes en la mama no

tumoral, pezon, piel o axila.

6. Estudio de los ganglios axilares:

6.1 Numero total de ganglios examinados.

6.2 Numero de ganglios metastatizados.
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6.3 De los ganglios metastatizados cudntos s..1 micrometastasis
(<2mm) y cuantos macrometastasis.

6.4 Reaccicn en los ganglios libres de metéstasis: ninguna,

histiocitosis sinusal, hiperplasia linfoide folicular. involucion
grasa.

7. DIAGNOSTICO:
7.1 Resumen de diagnastico morfoldgico.

7.2 Resumen diagndstico de los marcadores tumorales (referido
a si la via de crecimiento tumoral es hormonal o través de

oncogenes, y si ios resultados indican buen o mal prondstico).

7.3 Estadiaje TNM pcstquirdrgico: esta basado en la valoracion
del tamario tumoral (T), el estado de los ganglios linfaticos

(N) y la existencia o no de metastasis a distancia (M). Se

emplea la clasificacion propuesta por la A.J.C. (American

Joint Commitee, 1989), que clasifica cada caso en cuatro
estadios (1, Il, il y IV).
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T. Tumor primario.

Tx El tumor no puede ser evaluado.

TO No evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ: intraductal, lobulillar o enfermedad
de Paget del pezon sin tumor

Nota: La enfermedad de Paget con tumor es clasificada de

acuerdo con el tamano del tumor.

T1 Tumor de 2cm 0 menor en su mayor dimension.
T1a 0,5 cm 0 menor en su mayor dimension.
T1b Mas de 0,5 cm pero menos de 1 cm de
dimension mayor.
T1c Mas de 1 cm pero no mas de 2 cm en su mayor
dimension.

T2 Tumor de mas de 2 cm pero no mas de 5 cm de
dimension mayor.

T3 Tumor de mas de 5 cm de dimensién mayor.

T4 Tumor de cualquier tamarfo con extension directa a

pared toracica o a piel.

T4a Extension a pared toracica.

T4b Edema (incluyendo piel de naranja), o
ulceracion de la piel de la mama, o nddulos
cutaneos satélites confinados a la misma mama.

T4c T4ay T4b a la vez.

T4d Carcinoma inflamatorio.
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N. Ganglios linfaticos regionales.

NX Los ganglios regionales no pueden ser valorados.

NO No existencia de metdastasis linfatica regional.

N1 Metastasis a ganglio(s) axilar(es) ipsilateral(es)
movil(es).

N2 Metastasis a ganglio(s) axilar(es) ipsilateral(es) fijo(s)
entre si 0 a otras estructuras.

N3 Metastasis a ganglio(s) mamario(s) interno(s)
ipsilateral(es).

M. Metastasis a distancia.

MX La presencia de metastasis a distancia no puede ser
evaluada.

MO0 No metastasis a distancia.

M1 Metastasis a distancia (incluyendo metastasis a

ganglios supraclaviculares).
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GRUPOS DE ESTADIAJE.

Estadio 0 Tis
Estadio | T1

Estadio llA TO N1 MO
T N1 MO
T2 NO MO

Estadio IIB T2 N1 MO
T3 NO MO

Estadio lIIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3  N1N2MO

Estadio llIB T4 Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO

Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1
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GRUPOS DE ESTADIAJE.

Estadio 0 Tis
Estadio | T1

Estadio A TO N1 MO
T N1 MO
T2 NO MO

Estadio liB T2 N1 MO
T3 NO MO

Estadio llIA TO N2 MO
T N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1,N2MO

Estadio lliB T4 Cualquier N MO
Cualquier T N3 M0

Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1
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2. Determinacién de la densidad vascular intratumoral.

A. Proceso de inmunotinciéon de las muestras tumorales.

Tratamiento de las muesitras.

Se ha realizado en la procesadora Autotechnicon Mono Mod 2A durante
un periodo de 12 horas hasta conseguir la deshidratacion de los tejidos. Este
proceso consta de los siguientes pasos:

1°. Inclusion de la muestra en una solucién de formol al 10% durante 2
horas.
2°. Deshidratacion de la muestra tras la inclusion en tres soluciones

crecientes de alcohol:

- alcohol de 70° durante 2 horas.
- aicohol de 96° durante 2 horas.

- alcohol absoluto durante 2 horas.

3°. Inclusién de la muestra en xilol durante 3 horas.

4°. Inmersion de la muestra en parafina liquida a 60° durante 2 horas.

Tras este procesado, la muestra se incluye en el dispensador de parafina
liquida y posteriormente se realiza su montaje sobre un bloque de tissue-teck2.

A continuacién se procede a efectuar secciones de la muestra tumoral en
el microtomo Leica RM-2035, e inmediatamente se incluyen en una solucion de

agua con gelatina. Para conseguir la licuefaccién de la gelatina se coloca Ia
muestra en un porta y se introduce en una estufa a 70-80° durante un periodo de
15 minutos.
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El paso siguiente consiste en la inmersion de la muestra en un tanque con
xilol, para finaimente completar el proceso de hidratacién con soluciones
decrecientes de alcohol, de la siguiente forma:

- alcohol absoluto durante 10 minutos.
- alcohol 96° durante 10 minutos.

- alcohol de 80° durante 5 minutos.

- alcohol de 70° durante 5 minutos.

La hidrataciéon de la muestra se completa finalmente tras su inmersion en

Inmunotincion (Método de la estreptavidina-biotina-fosfatasa alcalina).

Una vez preparada la muestra, se procede a su tincion usando el
anticuerpo policlonal factor VIIl. Este anticuerpo se utiliza para la localizacién
especifica del antigeno relacionado con el factor VIIl. Han sido identificados al
menos tres componentes del factor VIiI: factor VIIl con actividad procoagulante,
antigeno relacionado con e! factor Viil y el componente de Von Wiliebrand

(Gralnick. 1977, Hoyer, 1981). El antigeno relacionado con el factor VIl es uno

de los marcadores inmunohistoquimicos mas utilizados para la identificacion de

las células endoteliales. Este antigeno también ha sido identificado en plaquetas

y en megacariocitos (Hoyer, 1981).

El procedimiento general para la inmunotincion consta de ios siguientes
pasos:

1° Cubrir totalmente el corte con Ultrabloqueante (Reactivo A), e incubar
durante 5-10 minutos a temperatura ambiente en camara humeda.
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B. Recuento de microvasos.

Una vez presentadas las muestras en una extension de porta y tefiidas con

factor VIil, se procede al recuento de microvasos bajo el microscopio optico con

el objetivo de 40 aumentos (Microscopio Leitz Laboriux 11).

Microscopio Leitz Laboriux 11.
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B. Recuento de microvasos.

Una vez presentadas las muestras en una extension de porta y tefiidas con

factor VIII, se procede al recuento de microvasos bajo el microscopio optico con

el objetivo de 40 aumentos (Microscopio Leitz Laborlux 11).

Microscopio Leitz Laborlux 11.
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El recuento vascular se ha realizado siguiendo las recomendaciones
publicadas por Gasparini (Gasparini, 1995) sobre la medicion de la densidad
vascular intratumoral:

- Se ha usado un marcador endotelial adecuado (factor VIIl).

- Se han elegido las areas mas vascularizadas a pequefic aumento,
evitando las areas de necrosis.

- Se ha considerado como vaso toda estructura tefida con el marcador,

aunque no tenga luz (contabilizar como vasos los cordones solidos).

- Se ha realizado el recuento en campos de 0.74mm? como minimo. Se han
medido 10 campos empleando un objetivo de 40 aumentos para seieccionar
aquellas areas donde la vascularizacion es mas intensa, que suelen
corresponder a los margenes de! carcinoma donde el componente estromal es
mayor. Los microvasos aparecen tefiidos de rojo intenso, formando cordones
solidos o bien presentan luz con hematies en su interior.

- El recuento se ha realizado en todos los casos por dos investigadores

de forma simultanea.
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Foto 2. Area de necrosis estromal intratumoral.
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Foto 2. Area de necrosis estrom=! intratumoral.
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Foto 3. Area de mayor
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Foto 4. Imagen de un microvaso donde se pueden observar las células endoteliales, que

el

componen la pared vascular, teflidas con factor VIil y hematies en el interior de su luz.
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Foto 4. Imagen de uri microvaso donde se pueden observar las células endofeliales, que
componen la pared vascular, teflidas con factor Vill y hematies en el interior de su luz.
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ill. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS.

1. Obtencién de la fraccion soiuble del citoplasma de las células

tumorales: citosol tumoral.

A. Obtencion del tejido tumoral.

La pieza quirurgica extirpada es enviada al servicio de anatomia
patoldgica de nuestro hospital, donde el patélogo tras identificar el area tumoral
extrae una muestra de aproximadamente 0,5x0,5 cm que inmediatamente se
congela a -70°C. Posteriormente, estas muestras fueron enviadas al
Departamento de Investigaciones Clinicas del hospital Clinico de Granada para
su analisis bioguimico.

B. Preparacion del citosol.

Para la obtencion de 'a fraccion soluble de proteinas citoplasmicas se
procedié a la homogeneizacion de los tejidos mediante pulverizado tras su
congelacion en nitrégeno liquido. El proceso de homogeneizacion se llevo a cabo
con la ayuda de un Potter de vidrio/teflon a un ritmo de 10 golpes de 300 rpm, en
bano de hielo.

El homogeneizado se centrifugd posteriormente en una ultracentrifuga
Beckman LS-70.000 a 105.000 g, 4 °C, durante 60 minutos en aito vacio, y la

fraccion sobrenadante se diluyé en la forma apropiada para obtener una

concentracion final de 2-3 mg/mi de proteina.

La cuantificacion de proteinas se ha hecho siguiendo la metodologia de
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Bio-Rad Protein Assay (método Bradford modificado). Este método se expone

continuacion.

Principio:

Es un método colorimétrico basado en las modificaciones que sufre el
valor de la absorvancia maxima del Azul Coomassie Brillante (Sigrna) cuando
tiene lugar su union a proteinas. En tales casos existe un desplazemiento de la
longitud de onda de maxima absorvancia que pasa de 465 a 595 rm.

Reactivos.

1.- Disolucion concentrada del colorante: obtenida comercialmente de Bio-
Rad. El colorante Azul Coomassie Brillante se suministra en disolucion acuosa
que contiene acido fosforico y metanol.

2.- Solucién estandar de albumina bovina: a partir de una solucion inicial
1,4 mg/mi de albumina bovina se construye una curva estandar de 5 puntos de
concentracion, comprendida entre 14 y 100 ugr/ mi.

Modo operacional.

1.- Dilucién 1/10 y filtracion del reactivo Bio-Rad.

2.- Sobre alicuotas de 10, 15y 50 pli de citosol y sobre cada uno de los
puntos de la curva estandar se afiaden 5 mi de reactivo de Bio-Rad diluido. Las

soluciones obtenidas se incuban durante 10 minutos a temperatura ambiente.

3.- Lectura espectro-fotométrica de estandares y muestras a 595 nm.
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4. - Representacion grafica de los valores de absorvancia de la curva
estandar frente a sus concentraciones. Por extrapolacion (ley de Lamber-Beer),
se obtienen valores de concentracion proteica en mg/mi de las soluciones del
problema.

2. Cuantificaciones de los receptores de estr6genos y progesterona.

A. Principio.

Se trata de un inmunoensayo enzimatico de fase solida basado en un
principio de sandwich (ABBOTT ER-EIA y PgR-E!A Monoclonal). Dispone de
unas esferas o bolitas de plastico sobre las que se ha fijado un anticuerpo
monoclonal de rata frente al receptor hormonal. Ademas, se dispone de ese
mismo anticuerpo no fijado en fase sélida sino unido a un sistema enzimatico de
peroxidasa capaz de actuar sobre un sustrato de peroxido de hidrogeno y
fenilendiamina x 2 CLH.

B. Técnica.

Las esferas recubiertas con el anticuerpo monoclonal frente al receptor
hormonal se incuban con el citosol durante 18 horas. El exceso de receptor no
ligado se elimina mediante lavado. A continuacion se afiade nuevo anticuerpo
anti-receptor ligado a peroxidasa de rabano picante que reconocera al receptor
retenido sobre el primer anticuerpo. Por uitimo, se incuban las esferas con un
sustrato enzimatico con el que se desarrolia un color que es susceptible de ser
medido en un colorimetro a 492 nm. La intensidad de color es proporcional a la
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concentracion del receptor hormonal.

C. Calculo de los resultados.

Para el calculo de los resultados, se construye de forma paralela una
curva estandar con concentraciones conocidas de receptor hormonal, sobre la
que se leen los valores de densidad optica para su transformacion en
concentracicn de receptores.

Expresion de los resultados.

En todos los casos, la cuantificacion de las tasas de receptores de

estrogenos y progestagenos se ha expresado en fentomoles (10 “*moles) por mg

de proteina del citosol.

Los limites de positividad que se han indicado en los informes rutinarios
para los receptores de estrégenos y progesterona son de 15 fmol/mg de proteina

citosolica.

Control de calidad.

Desde 1984, el Departamento de Investigaciones Médicas del Hospital
Clinico de Granada participa reguiarmente en un programa de control de calidad
para la cuantificacion de receptores de estrogenos y progesterona. El programa
esta centralizado en la Universidad de Nimega en Holanda y corresponde al
EORTC Receptor Study Group establecido en 1980 (Koenders, 1983).
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Con periodicidad semestral se han recibido muestras conteniendo RE o
RP recombinantes, citosoles liofilizados de tumores humanos o de tejido uterino

de vaca que tienen una concentracion desconocida de receptores hormonales y
de proteina. Los ensayos habituales de receptores se realizan de forma rutinaria,
y en un periodo de tiempo prefijado se remiten los datos analiticos al centro
colector de Holanda.

Pasadas unas semanas, se recibe informacion sobre la posicion de
nuestros valores respecto a la media de valores del resto de las Instituciones y
Laboratorios participantes. En funcion de la concentracion proteinica estimada
por cada laboratorio para cada muestra se aplica por ultimo, un factor de
correccion pertinente.
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3. Cuantificacion de pS2.

A. Principio.

Para la determinacion cuantitativa de pS2 se ha utilizado una técnica
radioinmunolégica (técnica “sandwich” sobre fase sédlida) que emplea un
anticuerpo frente a la proteina pS2 fijado en fase sélida a las paredes del tubo en
el que se realiza el ensayo. Se emplea, ademas, otro segundo anticuerpo

marcado con '#| (utilizado como trazador), quedando la proteina atrapada entre

los dos anticuerpos (ELSA-pS2, CIS bio international, Francia).

B. Técnica.

La medicion se efectua sobre la dilucion de citosol (los citosoles se diluyen
1/40 antes del ensayo). Los citosoles se preparan segun la técnica habitual
utilizada para la determinacion de los receptores de estrogenos y progesterona.

Se recomienda que la concentracion de proteinas en el citosol oscile entre
1y 2 mg/ml, antes de realizar el ensayo.

Todos los reactivos deben de estar al menos 30 minutos antes de su
utilizacion a temperatura ambiente (18-25°C). Los estandares y ios controles
deben estar reconstituidos 15 minutos antes de su utilizacion. La dispensacion
de los reactivos sobre Ics tubos ELSA (tubos que contienen el otro anticuerpo
frente a pS2 pegado sobre las paredes del tubo) debe efectuarse a temperatura
ambiente (18-25°C).

Los ensayos se han realizado por triplicado para los estandares y por
duplicado en cada muestra a cuantificar.
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En la adicion de los reactivos se ha seguido el siguiente orden:

1) Se dispensan 200 ul de anticuerpo monoclonal anti-pS2 marcado con
1251 tubo de ELSA.

2) A continuacion, se dispensan 200 ul de los estandares de la curva

patrén o de los citosoles a estudiar en cada tubo.

3) Se agita suavemente cada tubo en un agitador tipo Vortex.

4) Se procede a la incubacion durante 1 hora +/- 5 minutos a

temperatura ambiente (18-25° C), a la vez que se somete a agitacion.

Posteriormente, se procede al lavado y aspiracion de los tubos ELSA de
la siguiente forma:

i) se aspira el contenido de cada tubo; ii) se afladen 3 ml de agua destilada en
cada tubo; iii) a continuacion se procede a su aspiracion situando ei dispositivo
de aspiracion en el fondo del tubo ELSA (esta operacion se repite dos veces
mas).

Finalmente, se mide cada tubo en un contador gamma calibrado para la

medicion de '21 durante 1 minuto.

C. Expresion de los resultados.

La lectura efectuada sobre la curva estandar permite e! calcuio de la

concentracion de pS2 que se expresa en ng/mg de proteina citosélica.
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4, Cuantificacién de Catepsina D.

A. Principio.

El procedimiento de cuantificacion de catepsina D utilizado es similar al
descrito para pS2. Se trata de una técnica radioinmunoldgica (técnica “sandwich”
sobre fase sdlida) que emplea un anticuerpo frente a la proteina catepsina D
fijada en fase sdlida a las paredes del tubo en el que se realiza el ensayo.
Ademas, se dispone de otro anticuerpo frente a catepsina D que esta marcado

con '®) (utilizado como trazador). La catepsina queda atrapada entre ambos

anticuerpos monocionales (ELSA-CATH-D ™. CIS bio international, Francia).

B. Técnica.

Lamedicion se efectua sobre la dilucion de citosol (los citosoles se diluyen
entre 40 y 80 veces para el ensayo). Los citosoles se prepararon segun la técnica

descrita para la determinacién de receptores de estrogenos y progesterona.

Se recomienda que la concentracion de proteinas en el citosol oscile entre

1y 2 mg/ml, antes de realizar el ensayo.

Todos los reactivos deben permanecer a temperatura ambiente (18-25°C)
al menos 30 minutos antes de su utilizacion. Los estandares y los controles
deben estar reconstituidos 15 minutos antes de su utilizacion. La dispensacion
de los reactivos sobre los tubos ELSA (tubos que contienen el otro anticuerpo
frente a catepsina D fijado sobre las paredes del tubo) debe efectuarse a
temperatura ambiente (18-25 °C).

Los ensayos se han realizado por triplicadc para los estandares y por
duplicado en cada muestra a cuantificar.
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n la adicion de reactivos seguimos el siguiente orden:

1) Se dispensan 300 ul de anticuerpo menoclonal anti-catepsina D
marcado con '™ en cada tubo ELSA.

2) A continuacion, se dispensan 50 ul de los estandares de la curva patron
o de los citosoles a testar en cada tubo.

3) Se agita suavemente cada tubo en un agitador tipo Vortex.

4) Se procede a la incubacion durante 3 horas +/- 5 minutos a
temperatura ambiente (18-25 °C) a la vez que se somete a agitacion.

Posteriormente, se procede al lavado y aspiracion de los tubos ELSA de

la siguiente forma: i) se aspira el contenido de cada tubo; ii) a continuacion se

afnaden 3 ml de solucion de lavado en cada tubo v seguidamente procedemos a

su aspiracion situando el dispositivo de aspiracion en el fondo del tubo ELSA
(esta operacion la repetimos dos veces mas).

Finalmente, se mide cada tubo en un contador gamma calibrado para la
medicion de '?| durante 1 minuto.

C. Expresion de los resultados.

La lectura efectuada sobre la curva estandar permite el célculo de la

concentracion de catepsina D, que se expresa en pmol/mg de proteina citosélica.
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5. Cuantificacion dei activador del plasminégeno tipo urokinasa (u-

PA) mediante inmunoanalisis por luminiscencia.

A. Principio.

La cuantificacion de u-PA se ha llevado a cabo mediante una técnica
enzimoinmunoluminiscente de fase sdlida basada en el principio de “sandwich”
(LIA-mat u-PA de Byk-Sangtec Diagnéstica) que permite el analisis cuantitativo
de u-PA en el citosol tumoral. El anticuerpo motiocional Pab 1801 se encuentra
revistiendo las paredes de los tubos empleados en el ensayo, a los cuales se les
adiciona la muestra citosdlica a analizar asi como el segundo anticuerpo
monaclonal luminiscente DO1, permaneciendo en incubacién para permitir que
se unan a epitopos distintos resistentes a la desnaturalizacion. El exceso de
anticuerpo no ligado a la proteina se elimina por lavado. El complejo
inmunologico formado y unido al tubo es detectado por la reaccion luminiscente
producida por la oxidacion del isoluminol presente en el anticuerpo monoclonal
luminiscente D01, debido a la inyeccion automatica dentro de los tubos de una
solucion salina de peroxido de hidrégeno y de la solucién catalitica, que en
menos de 20 segundos produce la emision de fotones. La luz (425 nm)
producida por esta reaccion se mide por el fotomuitiplicador del luminometro yse

expresa en RLUs (Unidad Relativa Luz) que son directamente proporcionales a

la cantidad de u-PA presente en los estandares de la curva patrén y en las

muestras de las pacientes.

B. Técnica.

El proceso se lleva a cabo en un solo paso de incubacién, anadiendo a los
tubcs de poliuretano recubiertos de anticuerpo monocional Pab 1801, 100
microlitros de la muestra de citosol o de la solucién estandar de u-PA y 100
microlitros de la solucién trazador (aminobutiletilisoluminol ABEIl), unida
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covaientemente al anticuerpo monocional D0O1. Tras incubacién durante 16-22
horas a temperatura ambiente y en agitacion (a una velocidad de 150 rpm y
amplitud de 2 cm), se procede al lavado de cada tubo con el fin de eliminar
uniones inespecificas antigeno-anticuerpo. El complejo trazador- u-PA unido a
las paredes del tubo es detectado por una reaccion luminosa provocada por la
oxidacion del isoluminol desencadenada por la inyeccion automatica de una
solucion alcalina de peroxido de hidrégeno y de la solucion catalitica. Finaimente,
la emision de fotones producida se mide en el fotomuitiplicador del luminémetro.

C. Expresion de los resultados.

La lectura efectuada soure la curva estandar permite el calculo de ia

concentracion de u-PA que se expresa en ng/mg de proteina citosdlica.

Control de calidad.

Antes de la realizacion de un kit, se realiza el cortrol de calidad del
luminémetro asi como de los reactivos de induccion de la luminiscencia (solucion
catalitica y/o solucion alcalina de peroxido de hidrogeno). Este control (LIA-mat®
Light-Check -Reactivo control de la luminiscencia-) constituye una verificacion
simultanea de los reactivos y del instrumento, con objeto de que no se pierdan
resultados por la utilizacion de un instrumento defectuoso o de reactivos mal
preparados, caducados o mal ubicados.

Antes del control de luminiscencia, los tubos e inyectores del aparato se
lavan varias veces con agua destilada mediante un programa automatico de
lavado. A continuacién, se coloca una gradilla con 10 tubos (5 tubos vacios y 5
tubos con 100 microlitros cada uno de reactivo control de la luminiscencia-

Reactivo Light-Check-) en la cinta de transporte frente a la entrada del

luminémetro, se introduce automaticamente en éste, y se realiza la inyeccion
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automatica de los reactivos de induccién de la luminiscencia, para pasar a

continuacién a la medida de la misma.

Los valores medios de RLU y los coeficientes de variacion (CV) se
imprimen automaticamente. Los resultados obtenidos se comparan, por uitimo,
con los del informe de Control de Calidad presente en cada kit. Si los resultados
obtenidos estan dentro del rango recomendado, se puede concluir que tanto la
instrumentacidn como los reactivos funcicnan bien.

El siguiente control de calidad que se realiza consiste en determinar en
tres kits sucesivos la variabilidad intraensayo e interensayo de las mediciones de
u-PA. Para ello, se seleccionan tres citosoles mamarios, en los que la medicion
previa de u-PA habia dado un valor alto, medio y bajo de la proteina. Con ellos
se realizan cinco mediciones de cada uno de ellos en los tres ensayos
consecutivos. Asimismo, se ha controlado en el primer ensayo realizando ia
fiabilidad de la medida en cinco diluciones sucesivas {1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64, 1/128, 1/256) de una misma muestra. La muestra seleccionada contenia un

valor aito de u-PA, para asi hacer mas evidentes las sucesivas diluciones.
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IV. METODO ESTADISTICO.

1. Archivo de datos.

Para la realizacion del fichero de datos se ha utilizado el programa
FileMaker Pro 2.1, en el que se han recogido los datos de las diferentes variables
gue componen este estudio (serie clinica, determinaciones histologicas y
determinaciones bioquimicas) y que han sido descritas en el apartado de material
y meétodos.

Para el anélisis estadistico se ha utilizado el programa estadistico SPSS
para Windows version 7.5.2S8 (SPSS Inc., 1987-1997).

2. Método estadistico.
Se ha realizado un analisis descriptivo de cada una de las variables para

establecer la relacion entre ellas, a la vez que se ha aplicado un test de contraste
de hipotesis segun el tipo de variable (cualitativa o cuantitativa) para conocer la

significacion estadistica de su relacion. Hemos utilizados los siguientes tests

estadisticos: Correlacion de Pearson, ANOVA, Chi-Cuadrado. Los resultados
numéricos de las relaciones entre ias diversas variables estudiadas se
representan mediante tablas de contingencia. Los resultados obtenidos vienen
dados con un indice de confianza del 95%.
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RESULTADOS.

1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA SERIE CLINICA.

1. Edad de las pacientes.

Las pacientes de la serie fueron diagnosticadas y tratadas de céncer de
mama en el hospital Torrecardenas de Almeria durante el periodo comprendido
entre Abril de 1996 y Abril de 1988.

La edad media de las pacientes es de 55 98 afios, con un rango que oscila

entre 30 y 71 afos. Los datos recogidos la tabla 1 se representan en la figura 1.

Aunque el valor medio de la edad de las pacientes es de 56 afios. el
analisis detallado de la figura sugiere que existen al menos dos maximos en la

distribucién del cancer de mama en nuestra serie. El primero esta situado en

torno a los 40 afios y corresponde a las pacientes premenopausicas; el segundo.

de presentacion mas tardia alrededor de 65 afos. esta relacionado con las

pacientes postmenopausicas.

TABLA 1: Frecuencia GRUPOS DE EDAD

Frecuencia Porcentaje | Porcentaje Porcentaje

véiido acumulado

1,5 1,5 11,5
171 | 17,4 28,5
26,7 | 26,7 55,3
42,8 42,8 98,1

1,9 1,9 100.0

100,0 100,0
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Figura 1: Curva de edad.

Desv. tip. = 10,36
Media = 56,0
I N =52,00
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2. Estadio clinico de ia enfermedad.

El estadio clinico segun la ciasificacion TNM expuesta en el apartado de
Material y Métodos ha mostrado la relevancia del estadio iB seguido del estadio
|. Cabe destacar 1 caso de estadio 0 correspondiente a un carcinoma in situ y 4

casos de estadio IlIB correspondientes a carcinomas inflamatorios en 2 de ellos.
La serie estudiada no presenta pacientes en estadio IV.

TABLA 2. Estadio clinico pormenorizado.

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Estadio 0 1,92 1,92 1,92
Estadio | 26,92 26,92 28,34
Estadio llA 23,07 23,07 51,91
Estadio IIB 34,61 34,61 86,52
Estadio IA 5,76 5,76 92,28
Estadio iliB 7,69 7,69 100

Estadio iV 0 0

La figura 2 muestra la distribucion de las pacientes por estadio clinico.
considerando a éste de forma agrupada 0+ | y {I+!ll. confirmandose que tan solo

1 de cada S pacientes es diagnosticada en estadio |l de la enfermedad tumoral
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Figura 2. Frecuencia de estadio clinico.
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La edad de las pacientes segin el estadio clinico se expone a
continuacion.

TABLA 3: Media de Edad controlada por estadio.

Desv. Tip.
Estadio | 10,32
Estadio Il 9,49
Estadio ll! 14,44

Se puede observar una distribucidn homogénea de las edades en los
diferentes estadios clinicos. La diferencia entre las medias de edad no es

significativa tras aplicar el test estadistico correspondiente (ANOVA).
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3. Estatus hormonal y estadio clinico.

En relacion al estatus hormonal, el 63,5 % (n=33) de las pacientes son
postmenopausicas y el 36,5 % (n=19) son premenopdusicas en el momento del
diagnéstico. La distribucion de las pacientes se muestra en la tabla 4 y en la
fioura 3. Tras aplicar el andlisis estadistico correspondiente no se observan
diferencias significativas entre el estadio clinico y el estatus hormonal de las
pacientes.

TABLA 4.

Tabla de contingencia ESTADIO * STATUS
Recuento

STATUS
Pre Post Total
[ESTADIO | 6 10 16
] 10 19 29
m 3 4 7
19 a3
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Figura 3. Frecuencia de estadio vs estatus.
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Figura 3. Frecuencia de estadio vs estatus.

STATUS

n Pre
D Post

Recuento

ESTADIO

Flisahet Vidana Narquez




Resultados

Il. RESULTADOS HISTOLOGICOS.

1. Estudio macroscépico del tumor.

A. Tamario tumoral.

El estudio del tamario de! tumor evaluado tras la reseccién quirurgica

indica que el valor medio es de 2,73 cm, con un minimo de 0,5 cm y un maximo
de 10 cm. Los resultados se expresan en la tabla 5.

TABLA 5. Frecuencia tamafioc tumoral.

Minimo i Desv. Tipic.

Tamailo 0,50 1,78

En la busqueda de posibles asociaciones entre el tamario tumoral y otras
variables descritas hasta el momento, es de destacar que existe una relacion
estadisticamente significativa entre el tamario tumoral y la edad de las pacientes,

de tal forma que a pacientes de mayor edad corresponden tumores mas
pequeros.

TABLA 6. Tama#io vs edad.
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B. Localizacién del tumor.

La localizaciéon mas frecuente ha sido la mama izquierda. Los resultados
se exponen en la tabla 7.

TABLA 7. Frecuencia de localizacién del tumor.

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje | Porcentaje
vélido acumulado

Mama lzquierda 35 67,3 67,3 67,3

Mama derecha 32,7 32,7 100,0

100,0 100,0

C. Alteraciones de piel y pezén.

No han sido frecuentes las alteraciones de la piel y el pezon en la serie

estudiada. Las tablas 8 y 9 muestran estos datos.
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TABLA 8. Frecuencia de alteraciones del pezon.

Frecuencia

Porcentaje

Porcentaje
vélido

Porcentaje
acumulado

No alteraciones
Si alteraciones
Paget

Total

86,5
11,5
1.9
100,0

86.5
11,5
1,9
100,0

86,5
98,1
100,06

TABLA 9. Frecuencia de alteraciones en la piel.

Frecuencia

Porcentaje

Porcentaje
valido

Porcentaje
acumulado

No aiteraciones
Si alteraciones
Total

88,5
11,5
100,0

88,5
11,5
100,0

88,5
11,5
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D. Estudio de bordes de reseccion de la pieza quinirgica.

El estudio macroscopico anatomopatoidgico de la pieza revela de una
parte el predominio de pacientes con bordes de reseccion sin infiltracion tumoral,

y de otra parte la no existencia de muilticentricidad del tumor en la pieza

quirargica (Tablas 10y 11).

TABLA 10. Frecuencia de bordes de reseccion.

Frecuencia

Porcentaje

Porcenteje
valido

Porcentaje

acumulado

Bordes No
infiltrados

Bordes Si
infiltrados

Total

94,2

58

94,2

94,2

100,0

TABLA 11. Frecuencia de multicentricidad.

Frecuencia

Porcentaje

Porcentaje
valido

Porcentaje
acumulado

42
10
52

80,8
19,2
100,0

80,8
18,2
100,0

80,8
100,0
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2. Estudio microscépico del tumor.

A. Distribucion por tipos histoiégicos.

El tipo histologico de carcinoma mas frecuente en la serie estudiada ha
sido el carcinoma ductal infiltrante (90%), presentandose tan solo un caso de

carcinoma in situ, y dos casos de carcinomas inflamatorios.

TABLA 12. Frecuencia de tipo histolégico de carcinoma.

Frecuencia

Porcentaje

Porcentaje
vélido

Porcentaje
acumulado

Carcinoma ductal
in situ
Carcinoma ductal

infiltrante

Carcinoma mixto

invasor

Carcinoma

inflamatorio

1,92

90,38

3,84

1,92

90,38

3,84

3,84

1,92

92,3

96,14

100

Tesis Docroral




Resultados

B. Grado histolégico.

La distribucion de la serie segun el grado histolégico, siguiendo la

clasificacion de Bloom-Richardson se expone en la tabla 13. Como se puede

observar, predominan los tumores de grado Il (moderadamente diferenciados).

TABLA 13. Frecuencia de grado histolégico.

Frecuencia

Porcentaje

Porcentaje
valido

Porcentaje
acumulado

Grado |

Grado i

Grado it
Total

19
24
9
52

36,5
46,2
17,3
100,0

36,5
46,2
173
100,0

36,5
82,7
100,0

TABLA 14. Grado histologico vs tamaro tumoral.

Tamano
medio (cm)

Desviacion tip.

Grado |
Grado il
Grado Il
Total

2,15
2,55
4,43
2,73

1,48
0,856
3,06
1,78
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El andlisis estadistico ha demostrado una relacién significativa entre el
grado de diferenciacion histolégica de Bloom y Richardson y el tamarioc tumoral,
de tal forma que los tumores mas indiferenciados (grado IIl) presentan un tamafio
medio mayor en torro a los 4 cm. Por otra parte, los tumores mas pequefios con
un diametro medio de 2 cm, corresponden al grado histolégico |. Esta asociacion
nos ha orientado hacia la busqueda de posibles asociaciones entre el tamafo
tumoral y otras variables de orden histolégico y bioquimico, llegando a diferenciar
los tumores en funcion de su tamario: mayor o menor de 2 cm de diametro.

TABLA 15.

Tabla de contingencia Grado_histolégico * Tamafio

Recuento

Tamafio

 Grado_histologico

Grado 1= Grado |
Grado 2= Grado Il
Grado 3= Grado lil
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Figura 4. Grado histolégico vs tamafio tumoral.
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Figura 4. Grado histoldgico vs tamaito tumoral.

Grado 1= Grado |
Grado 2= Grado il
Grado 3= Grado Il
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Asimismo, se ha buscado la asociacidén entre la presentacion de necrosis
intratumoral y el estadio clinico. La tabla 18 expresa la relacion entre el grado de
necrosis intratumoral y el estadio clinico. Para el estudio estadistico hemos
considerado dos grupos; el primer grupo incluye el estadio | y el segundo grupo

esta representado por los estadios lI+lli. De esta forma, se puede observar que

la relacion existente entre estas dos variables es estadisticamente significativa
(p<0,05).

TABLA 18.

Tabla de contingencia Estadio Recodificado * necrosis

necrosis
| _ NO S| |EXTENSA
Estadio Recuento 12 4

Recodificado % del
total 7.7%

11+l Recuento 14 36
% del
total 26,9% 69,2%
Recuente 18 52

% del
wital 34,6% 100,0%

La figura 5 permite apreciar la distribucion caracteristica de los tumores
por estadios y la frecuencia de necrosis intratumoral, de tal forma gue existe un
predominio de tumores en los que no se ha objetivado necrosis en el estadio |.
Asimismo, la necrosis intratumoral extensa esta asociada en su totalidad a
estadios mas avanzados(lI+il).
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Figura 5. Necrosis intratumoral vs estadio.
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Figura 5. Necrosis intratumoral vs estadio.
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D. Calcificacién intratumoral.

Existe en nuestra serie un discreto predominio de tumores con componente
de calcificacion, aunque ésta sea poco extensa. La tabla 19 muestra la frecuencia
de este hallazgo histologico.

TABLA 19. Frecuencia de calcificacion.

Frecuencia

Porcentaje

Porcentaje
valido

Porcentaje
acumulado

No

Caicificacion
minima

Calcificacion

40,4

40,4

53,8

40,4

94,2

extensa

Total

La asociacion entre el componente de calcificacion intratumoral y el

tamario tumoral es estadisticamente significativa.

TABLA 20. Calcificacién intratumoral vs tamano tumoral.

N Media Desviacion
tipica

2,43 1,84

Tamaiio / Calcificacion No 21

Minima 28 3,03 1,78

Extensa 3 2,00 1,41

Total 52 2,73 1,78
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E. invasion vascular y perineural.

Entre las caracteristicas histoldgicas también se ha estudiado la invasién
vascular y perineural, hallando un discreto predominio de tumores en los que no
se objetiva invasion vascular de células tumoraies. Esta misma observacion es

aplicable a la invasion perineural por el tumor.

TABLA 21. Frecuencia de invasién vascular.

Frecuencia

Porczntaje

Porcentaje
vélido

Porcentaje
acumulado

28
24
52

53,8
46,2
100,0

53,8
46,2

100,0
I

53,8
100,0

TABLA 22. Frecuencia de invasion perineural.

Frecuencia

Porcentaje

Porcentaje
valido

Porcentaje
acumulado

55,8
44,2
100,0

55,8
44,2
100,0

55,8
100,0

Tras aplicar el test estadistico correspondiente no se observan diferencias

significativas entre la presencia microscopica de invasion vascular y el tamafio

tumoral. Este resultado es similar en relacion a la invasion perineural y el tamafio

tumoral.
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TABLA 23. invasién vascular vs tamafio tumoral.

Desviacion
tipica

Tamano/invasion vascular No 1,30

Si 217

1,78

TABLA 24. Invasion perineural vs tamano tumoral.

Desviacion

tipica

Tamano/invasién perineural  No 1,29

Si 2,15

1,78
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F. Componente de carcinoma in situ intratumoral.

Predominan los tumores que presentan menos del 25% de componente in
situ. No se han hallado diferencias significativas en relacién al tamafio tumoral.

TABLA 25. Componente in situ intratumoral.

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje

valido acumulado
23,1 23,1 231
55,8 55,8 78,8
21,2 21,2 100,0

100,0 100,0

TABLA 26. Componente de Ca. In situ vs tamaiio tumoral.

Desviacion
tipica
Tamaito / Ca. in situ 2,44

1,58
1,61
1,78
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G. Gangiios axilares aislados e infiltrados.

La media de ganglios linfaticos obtenidos tras la diseccion quinirgica axilar
ha sido aproximadamente 11 ganglios, con un minimo de ganglios aislados de 3
y un maximo de 19. Este dato puede ser un indicativo de la eficacia de la técnica
quirurgica de diseccion axilar. El anélisis histologico ha demostrado que el
numero de ganglios linfaticos invadidos por el tumor presenta un valor méaximo
de 15, con un valor medio que oscila entre 2 y 3 ganglios. Es interesante resaitar
que hemos hallado 20 pacientes de nuestra serie con ganglios negativos, lo que
supone un 38,4% del total. Si tenemos en cuenta que 16 pacientes estan
incluidas en el grupo de estadio O+, podremos coiicluir con claridad que 4 de las
20 pacientes ganglios negativos son estadio || NO.

TABLA 27. Ganglios linfdticos axilares.

Minimo Desv. Tipic.

Ganglios 3,00 417
aislados

Ganglics 3,28

metastatizados

TABLA 28. Ganglios metastatizados vs estadio.

Estadio Media Desv. Tipic.

! 0 0
" 3,34 2,99
m 6,0 4,20
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La tabla 29 muestra que la relacion eritre los ganglios metastatizados yel
tamaiio del tumor, tras aplicar el test estadistico correspondiente (correlacion de
Pearsor), ha resultado estadisticamente significativa.

TABLA 29. Ganglios metastatizados vs tamafio.

Ganglios
metastatizados
0,53*

No hemos hallado relacion significativatras aplicar el test estadistico, entre
la presencia de gariglios positivos (metastatizados) y el resto de las variables
histolégicas mencionadas, necrosis intratumoral, calcificacion intratumoral,

invasién vascular y perineural, y porcentaje de componente intraductal in situ.
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H. Densidad vascular intratumoral.

Como ya se ha expuesto en el apartado de Matenia/ y Métodos, la densidad
vascular intratumoral ha sido determinada mediante la técnica de inmunotincion
con factor VilI, expresandose los valores obtenidos como n° de microvasos/10
campos (objetivo de 40). La tabla 30 muestra numéricamente la distribucion
media de recuento de microvasos, que ha resultado ser 29,86 -con un minimo de
9 y un maximo de 95-.

TABLA 30. Recuento de microvasos intratumor.

Desv. Tipic.

Densidad 18,04

vascular

Para aplicar esta variable al estudio comparativo y de asociacion con otras

variables descritas se ha considerado que una densidad vascular baja

corresponde a < 25 microvasos/10 campos y que por encima de este valor la

densidad vascular es elevada.
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Como se puede observar, los tumores con densidades vasculares

intratumorales elevadas presentan un tamafo medio mayor en relaciéon con

aquellos otros tumores donde la densidad vascular se ha considerade como baja

(3.2 cm frente a 2,2cm respectivamente) (p<0,05).

TABLA 31.

Estadisticos del grupo

Densidad
vascular

Error tip.

Desviacion
tip.

de la
media

Tamaio

Ea}a

- Alta

.8810
2.3356

,1696
4671

De igual modo, observamos un aumento en la densidad vascular

intratumoral conforme avanzamos en el grado histoldgico del tumor, sin que este

hallazgo presente significacion estadistica.

TABLA 32.

Densidad vs grado histolégico.

Desviacion tip.

Densidad

Grado |

Grado (i

Grado il
Total

20,94
17,72
10,17
18,04
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Iil. PARAMETROS BIOQUIMICOS DETERMINADOS EN EL EXTRACTO
PROTEICO DE CELULAS TUMORALES: RECEPTORES HORMONALES, pS2,
CATEPSINA D Y UROKINASA.

1. Receptores hormonales: RE y RP.

El estudio de los receptores hormonales se realizd en el citosol tumoral
en la totalidad de las pacientes de la serie, usando para su determinacion el
método de anticuerpo monoclonal como ya se ha expuesto en el apartado

correspondiente de Material y Métodos.

Para los receptores de estrogenos (RE) se han obtenido valores que

oscilan entre 0 y 350 fmol/mg, con un valor medio de 51,5 fmol/mg. Los

receptores de progesterona (RP) han presentado valores entre 0,36 y 247
fmol/mg, con un valor medio de 36 fmol/mg. Los valores numéricos obtenidos se
muestran en |a tabla 33.

TABLA 33. Frecuencia de Receptores hormonales.

Minimo Maximo Desv.Tip.
0 349,04 76,88
0,36 246 .61 52,86
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Paia el estudio estadistico se han considerado, tanto para los receptores
de estrégenos como para los de progesterona, dos grupos de pacientes definidos

por los fenotipos (-) y (+), y establecidos ai situar el dintel de positividad a partir

de 15 fmol/img. De esta manera, la distribucion de los fenotipos receptores
hormonalex para las pacientes incluidas en la serie se expone en |la tabla 34.

TABLA 34.

Tabla de contingencia RE * RP

RP
_ RP- Total
Recuento 25 30
% del
total
Recuento i 22
% del
total
Recuento 52
% del
total

57, 7%

42.3%

100,0%
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Se ha relacionado el estatus hormonal con los diferentes fenotipos
hormonales, no hallando significacion estadistica entre ambas variables, si bien

se puede observar un predominio del fenotipo receptor positivo (++) en las

pacientes postmenopausicas.

TABLA 35.

Fenotipo Receptor hormonal/Status

STATUS

| -y Pre ' Post

Fenotipo (+.+) Recuento 3% 13
::;‘t:f' 58% |  25.0%
Recuento 10 | 15 |
% dei
tetal
Recuento 2 4
% del
total
Recuento 4 1
% del
total
Recuento 19 33 52

% del
total

19.2% 28.8%

3.8% 7.7%

77% | 1,9% 9.6%

36,5% 100.0%
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Figura 6. Fenotipo vs estatus.
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Figura 6. Fenotipo vs estatus.
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Considerando el dintel de positividad para los receptores hormonales en
20 fmol/mg obtenemos significacion estadistica en la relacion fenotipo vs status

hormonal, de tal forma que existe un predominioc significativo del fenotipo receptor

positivo en las pacientes postmenopdusicas (Tabla 36 y figura 7).

TABLA 36.

Tabla de contingencia Fenotipo * STATUS

STATUS

- . Pre Post

Fenotipo Recuento 2 12
% del
total
Recuento 1 15
% del
total 212%
Recuento 2
% del
total
Recuento
% del
total
Recuento

% del
total

3.8% 23.1%

100,0%

Flisabet Vidana \aranez
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Figura 7. Fenotipo vs estatus.
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Figura 7. Fenotipo vs estatus.
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Figura 8. Fenotipo vs estadio.
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Figura 8. Fenotipo vs estadio.
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Figura 9. Fenotipo vs tamafo.
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Figura 9. Fenotipo vs tamano.
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Figura 10. Fenotipo vs grado histolégico.
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Figura 10. Fenotipo vs grado histolégico.
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También se ha estudiado la posible asociacién entre la densidad vascular
intratumoral y el fenotipo hormonal, tomando el valor de 25 microvasos/campo
para diferenciar entre densidades bajas y altas.

El andlisis estadistico no ha permitido establecer relaciones con caracter
significativo entre ambas variables.

TABLA 40.

Tabla de contingencia Fenotipo * Densidad vascular

Densidad vascular
Baja Alta
?énotipo (+,+) Recuento 9 7
% del
total
(--) Recuento 12
% del
total
Recuento 3
% del
total
Recuento 3 5
% del
total |
Recuento 27 52
% del
total

17.3%

231%

5.8%

26% |

51.9% % 100.0%
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Figura 11. Densidad vascular vs fenotipo.
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Figura 11. Densidad vascular vs fenotipo.
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Figura 11. Densidad vascular vs fenotipo.
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Resultados

2. Proteina estrégeno dependiente pS2.

La determinacion de pS2 en el citosol tumoral ha permitido establecer un

valor medio de 10,91 ng/mg de proteina, con un rango que oscila entre 0,10 y

63,68. Tras su aplicacion a la totalidad de las muestras tumorales incluidas en
este estudio se ha considerado un valor positivo a partir de 11 ng/mg, de tal
manera que el 30,76% (n=16) de los tumores han sido clasificados como pS2
positivo, frente al 69,24% clasificados como pS2 negativo.

En la busqueda de asociaciones entre las diferentes variables estudiadas,
es interesante resaltar que se ha hallado una asociacién estadisticamente
significativa (p<0,001) entre la expresion de pS2 y el fenotipo hormonal. Los
resultados se muestran en la tabla 41.
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Resultados

TABLA 41.

Tabla de contingencia fenotipo * pS2.

pS2 pS2

Positiva

Fenotipo (+,+) Recuento 9
% del total 17,3%

Recuento
% del total

Recuento
% del total

Recuento
% del total

Recuento
% del total
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Recuento

Figura 12. Fenotipo vs pS2.
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Figura 12. Fenotipo vs pS2.
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Resuitados

Por otra parte, el estudio de la relacién entre pS2 y el estatus hormonal ha

demostrado la independencia de ambas variables al no encontrarse una

asociacion significativa.

TABLA 42.

Tabla de contingencia STATUS * pS2

pS2
_ Nggativa Positivg_
STATUS Pre Recuento 12 7
% del
total
Recuento 25 1 8 33
% del
total
Recuento 37 15 52

% del
total

231% 13,5%

48.1% 15.4% 63,5%

100,0%
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Figura 13. Status vs pS2.
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Resuitados

Es interesante resaltar también que se ha hallado una relacion
estadisticamente significativa (p<0,05) entre estadio clinico y pS2. Asi pues, se
asocian los estadios mas avanzados (ll y Ill) de la enfermedad tumoral con la

menor probabilidad de expresién de pS2 en los tumores. Los resultados se

muestran a continuacion.

TABLA 43.

Tabla de contingencia Estadio Recodificado * pS2

pS2

| _ Negativa | Positiva
Estadio Recuento 8 8
Recodificado % del

total
1+ Recuento 29 7
% del

total
Recuento 37 52
% del

total

15.4% 15.4%

55,8%

100.0%
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Figura 14. Estadio vs pS2.

pS2
D Negativa

| . ___ Fositiva

Recuento

adll]

Estadio Recodificado

Flisaber Vidana MMaraues




i

=
L
lin>

=

=

FEFEEER

FEEE

=
ey
=]

FTF

F
F¥

ll=

L2 lL

MICROCOPY RESOLUTICN TEST CHART
NATIONAL BUREAU OF STANDARDS
STANDARD REFERENCE MATERIAL 10108
(ANS! and 150 TEST CHART Na. 2)




Resultados

Figura 14. Estadio vs pS2.
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Por ultimo, se exponen a continuacion los resultados del estudio de la

relacion entre pS2 y el grado histolégico, el tamafio tumoral y la densidad

vascular intratumoral. El andlisis estadistico no ha encontrado una asociacion
significativa para ninguna de las variables consideradas. No obstante, parece
observarse una tendencia ya demostrada en la relacion entre la expresién de pS2
y estadio tumoral, consistente en que los tumores de mayor tamafio expresan
valores menores, frecuentemente inferiores a 11 ng/mg de proteina de pS2.

TABLA 44.

1= Grado |
2+3= Grado li+Ill

Tabla de contingencia Grado histologico Recod * pS2

pS2
| _ Negativa Positiva
Grado Recuento 13 6

histologico % del
Recod rotal 250% | 11.5%

Recuento 24 |
% del
total

Recuento 52

% del
total

100.0%

Tests Dactoral
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Figura 15. Grado histolégico vs pS2.
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La tabla 45 muestra los datos numeéricos correspondientes a la distribucion

de casos en funcién del tamario tumoral y el fenotipo para pS2.

TABLA 45.

Tabla de contingencia Tamafio * pS2

pS2
| - _Negativa Positiva
Tamano <=2 Recuento 11 9
% del
total
Recuento 26 6 |
% del
total
Recuento 52

% del
total

21.2% 17.3%

100.,0%
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Figura 16. Tama#io vs pS2.
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Resultados

Por ultimo, la tabla 46 expresa los datos numéricos correspondientes a la

relacion entre la densidad vascular establecida sobre los criterios previamente
descritos y ia positividad de pS2. El anélisis de los datos ha permitido demostrar
que entre ambas variables no hay asociacion estadisticamente significativa.

TABLA 46.

Tabla de contingencia Densidad vascular * pS2

pS2

| _ Negativa ! Positiva
Densidad Baja Recuento 20 | 7
vascular % del

total
Recuento 17 8
% del

total
Recuento 37 52

% del
total

38,5% 13.5%

32.7%

71.2% 100.0%
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Figura 17. Densidad vs pS2.
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Resultados

3. Catepsina D.

Los valores obtenidos para la catepsina D determinados en el citosol
tumoral de !a totalidad de las pacientes oscilan entre 7,48 y 285,56 pmol/mg de
proteina citosélica, con un valor medio de 53,39. Se ha considerado un valor
positivo a partir de 35 pmol/mg, estableciéndose éste como punto de corte para
la positividad/negatividad del fenctipo catepsina D.

Se ha estudiado la relacion entre catepsina D y las variables

correspondientes a fenotipo hormonal, estatus hormonal, estadio clinico, grado

histologico, tamaro tumoral y densidad vascular, no halléndose en ninguno de

los casos asociacion significativa. Los resultados se exponen a continuacion.

TABLA 47.

Tabla de contingencia Fenotipo * Catepsina D

Catepsina D

L - Negativo | Positivo
Fenotipo Recuento 8 8

% del
total
Recuento 15 10

% del
total

15.4% 15.4%

28.2% 19.2%

Recuento i 4
% del
total
Recuento
% del
total

Recuento ! 52

% dei
total 100,0%

Tesis Doctoral
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Figura 18. Fenotipo vs Catepsina D.
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En la tabla 48 se representan los datos numéricos que aparecen tras el

analisis estadistico de la relacion entre catepsina D y el estatus hormonal. Estos

resultados se representan en la figura 19.

TABLA 48.

Tabla de contingencia STATUS * Catepsina D

Catepsina D

_ _ Negativo | Positivo . Total

STATUS Pre Recuento 10 9 | 19
% del
total
Recuento 17 16 |
% del
total
Recuento 27

% del
total

19,2% 17.3% | 36,5%

32, 7%

100.0%
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Figura 19. Status vs catepsina.
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Resuitados

La tabla 49 y la figura 20 muestran ios datos obtenidos de la relacién entre

catepsina D y el estadio clinico.

TABLA 49.

Tabla de contingencia Estadio Recodificado " Catepsina D

T

Catepsina D |
L. _ Negativo [ Paositive Total
Estadio Recuento 7 | 9 l 16
Recodificado % del i
total
1+ Recuento 20 16 6
Recuento 274' 52

% del
total

135% | 17.3% 30,8%

51,9% 100,0%
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Figura 20. Estadio vs Catepsina D.
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Sin alcanzar la significacién estadistica, la asociacién entre catepsina D

y el grado de diferenciacion histolégico merece un analisis mas detallado, ya que

se observa cierta tendencia a la expresion de la proteina enzimatica en tumores
de mayor grado (l! y lIl), mientras que es menos frecuente encontrar un fenotipo
catepsina D+ en tumores mas diferenciados.

TABLA 50.

Tabla de contingencia Grado histologico Recod * Catepsina D

Catepsina D
- _ Neggtivo Positivo Total
Giado Recuento 12 7 19

histologico g
Recod e o 231% | 135% | 365%

Recuento 15 18 33
% del
total

Recuento 25 52

% del
total

34.6%

100.0%
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Figura 21. Grado histolégico vs Catepsina.
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Resultados

La tabla 51 representa los datos obtenidos de |la asociacion entre e! tamario

tumoral y catepsina D.

TABLA 51.

Tabla de contingencia Tamafio * Catepsina D

Catepsina D

- . Negativo Positivo
Tamafio <=2 Recuento 9 1

% detl
total
Recuento 18 14
% del
total
Recuento 27 52
% del
total

17.3% 21.2%

34.6%

51,9% 100.0%
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Por ultimo, la tabla 52 muestra los datos numéricos correspondientes a la

asociacion entre la densidad vascular intratumoral y los niveles de catepsina D.

El andlisis estadistico ha demostrado la no asociacion entre ambas variables.

TABLA 52.

Tabla de contingencia Densidad vascular * Catepsina D

Catepsina D
" _ Negativo Positivo Total
Densidad éaj‘a Recuento 14 13 27
vascular % del
total
Recuento 13 12 25

% del
total 25,0% 23.1% 48,1%

26,9% 25,0% 51,9%

Recuento 27 25 52

% del

total 51.9% 48,1% 100,0%

FElisabet Vidana Mdarquez




Resultados

Figura 22. Densidad vs Catepsina D.
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Resultados

4. Activador del plasminégeno tipo urokinasa (u-PA).

La determinacién cuantitativa de u-PA fue aplicada a la totalidad de los
extractos tumorales incluidos en este estudio. Los valores obtenidos para

urokinasa (u-PA) oscilan entre 15 y 2625 pg/mg de proteina citosdlica, con un

valor medio de 468,88 pg/mg. Para el estudio estadistico se ha considerado el
dintel de positividad en 100 pg/mli.

Inicialmente, no hemos encontrado relacion estadisticamente significativa
entre el activador del piasminégeno tipo urokinasa y el fenotipo hormonal. No
obstante, como puede observarse en latabla y figura correspondiente, existe una
fuerte tendencia a la positividad en la determinacion de urokinasa en aquellos
tumores con fenotipo positivo para el receptor estrogénico y progestagénico, sea

éste 0 no coincidente.

TABLA 53.

Tabla de contingencia Fenotipo * Urokinasa

Urokinasa
Negativo Positivo
Fecuento 1 15

% del
total

Recuento 12 13
% del
total

Recuento 1 5
% del
total

Recuento 1 4
% del
total

Recuento 15 37

% del
total

1.9% 28.8%

23,1% 25,0%

1.9% 9,6%

1,9% 1.7%

28,8% 71.2%
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Resuitados

Figura 23. Fenotipo vs urokinasa.
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El estudio estadistico entre urokinasa y estatus hormonal no es
significativo.

TABLA 54,

Tabla de contingencia STATUS * Urokinasa

Urokinasa
= Negau’vo Positivo
STATUS Pre Recuento 7 12
% del
total
Recuento 8 25

% del
total 15,4% 48,1%

13.5% 23.1%

Recuento 18 37

% del
total 28,8% 71.2%
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Figura 24. Status vs Urokinasa.
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Resuitados 193

De igual forma, no se ha hallado asociacion significativa entre urokinasa

y el estadio clinico.

Tabla de contingencia Estadio Recodificado * Urokinasa

Urokinasa
_ Negaﬁvo Positivo
Estadio Recuento 4 12
Recodificado % del

total 7.7% 23,1%
i+ Recuento 11 25
% del
total
Recuento 7

% del
total

48,1%

71.2%

Elisabet Vidafia Marquez
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Figura 25. Estadio vs Urokinasa.
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El tamafio tumoral tampoco ha resultado estadisticamente significativo en

relacion al activador del plasminégeno tipo urokinasa, si bien existe un

predominio de valores eievados de urokinasa en tamafos tumorales mas
grandes (>2 cm).

TABLA 56.

Estadisticos del grupo

Error tip.
Desviacion deia

Tamafo

Media

tip.

media

>=2.00
< 2,00

513,8208
358.0527

629,8651
288,1103

103.5492
74.3898
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De nuevo, en la bisqueda de la posible asociacion entre la expresion de

u-PAYy otras variables de orden histoldgico, es interesante resaltar que sin haber
encontrado una asociacion significativa desde el punto de vista estadistico, lo
cierto es que la densidad vascular baja se presenta fundamentalmente en
tumores que no expresan esta proteasa.

TABLA 57.

Tablz de contingencia densidad * Urokinasa

Urokinasa
Negativo Positivo
Densidad Baja 22 5
Recuento %del tota! 42,3% 9,6%

Densidad Alta 10 15
Recuento %del tota! 19,2% 28,8%

Total 32 20
Recuento %del total 61,5% 38,4%
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Finalmente, la tendencia observada en la asociacion expresion de u-PA y

densidad vascular se convierte en estadisticamente significativa (p<0,05) cuando

la correlacion buscada enfrenta el fenotipo del enzima con la existencia de
necrosis intratumoral: cuatro de cada cinco tumores que no presentan necrosis
tampoco expresan u-PA, y a la inversa, por cada seis tumores con alto grado de
necrosis tan solo uno es negativo para la expresion de u-PA.

TABLA 58.

Tabia de contingencia Necrosis intratumoral * Urokinasa

Necrosis Urokinasa

Negativo Positivo

No 23 5
Recuento %del total 9,6%
Minima 9
Recuento %del total 17.3%

Extensa 5
Recuento %del total 9,6%

Total 19
Recuento %del total 36.5%
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Discusion

DISCUSION.

Se estan realizando, en la actualidad, multitud de estudios con objeto de
definir factores prondsticos en el cancer de mama. La razon fundamental de estas
investigaciones consiste en poder predecir “a priori’ qué pacientes van a
presentar mayor riesgo de recidiva tumoral tras el tratamiento quirargico y/o
sistémico inicial, mediante indicadores que permitan instaurar una terapéutica

preventiva.

Estos factores prondsticos pueden ser clasificados en diversas categorias
(NIH, 1991). Aquellos factores que pueden ser considerados “a priori” factores
indicativos del pronéstico y/o orientativos de una terapéutica concreta se incluyen
en la categoria |, y pueden ser recomer.dados para su uso rutinarioen la clinica.
La categoria I! engloba a aquellos factores prondsticos de uso potencial,
pendientes de ser confirmados con estudios posteriores. Por ultimo, a la
categoria |ll pertenecerian aquellos factores para los que no existen aun
suficientes estudios de validacion.

No es de extrafiar que este esfuerzo investigador haya conducido a la
definicion, con mayor o menor éxito, de multiples factores en relacién ai
prondstico en el cancer de mama, entre los que cabe destacar la expresion de
oncogenes (sobre todo p53 y c-erB-2), los marcadores de proliferacion celular
(tanto inmunohistoquimicos como por citometria de flujo) y, de modo mas
reciente, la expresion cuantitativa de la neovascularizacion en el seno del tumor
(Fernandez, 1997).

El objetivo fundamental del presente trabajo se encuadra dentro de esta
tendencia investigadora y ha consistido en la busqueda de diferencias, a veces
sutiles, entre las pacientes con cancer de mama incluidas en el estudio, en
relacion a numerosas variables: caracteristicas de la serie clinica, datos

Elisabet Vidana Marquez




200 Discuston

histologicos del tumor, determinaciones bioquimicas en citosoles de células
tumorales. Todo ello dirigido, comc ya se ha comentado antes, a identificar
determinados subgrupos de pacientes con caracteristicas diferenciales, que
puedan gozar del beneficio de nuevas terapéuticas o de tratamientos
especificos. En este sentido, se ha realizado una especiai atencion al estudio de
la angiogénesis intratumoral, tal y como se proponia en los objetivos.

Aunque en mas de la mitad de los canceres de mama se consiguen
elevadas cifras de supervivencia utilizando los tratamientos disponibles (cirugia,
quimioterapia y radioterapia), existen actualmente lineas de investigacion que
despiertan nuevas esperanzas y que auguran un aumento en los porcentajes de
supervivencia. Entre estas nuevas modalidades terapéuticas se encuentra el

estudio de farmacos antiangiogénicos.

La serie analizada en este trabajo incluye a 52 pacientes diagnosticadas
de cancer de mama y tratada quirirgicamente en el Hospital Torrecardenas
durante un periodo de dos anos (Abril 1996- Abril 1998). En principio, nuestro
objetivo es realizar un estudio transversal de nuestra casuistica de cancer de
mama, para poder sentar diferencias en tcrno a diversas variables tanto clinicas,
como histologicas y bioquimicas. de los tumores mamarios. El seguimiento
posterior de estas pacientes nos permitira recoger nueva informacion de la
evolucion en el comportamiento tumoral, tras el tratamiento recibido y establecer

el valor predictivo de las variables consideradas.

El tamafio muestral puede ser considerado inicialmente pequeiio en

relacion a otras series estudiadas, aunque es preciso recordar que responde a

nuestra casuistica de cancer de mama en el periodo estudiado, y que nuestra
intencion es continuar este estudio de forma prospectiva con el sejuimiento de
las pacientes que componen la serie clinica. De hecho, el protocolo diagndstico
y la caracterizacion tumoral establecida por este trabajo se continua aplicando
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a pacientes reclutadas para un estudio de seguimiento que dara su fruto en unos
afios. Ademas, es interesante recordar, tal y como se exponia en la seccion de
Material y Métodos, que este estudio se ercuadra en otro mayor, cooperativo,
establecido en tres hospitaies de Andaiucia Oriental, que tiene por objeto el
analisis de factores etiolégicos en cancer de mama. Es entendible que el
seguimiento coordinado de mas de 300 pacientes colectadas entre los tres
hospitales y su ubicacion bajo protocolos comunes permitira contar en buena

parte con la casuistica apropiada para un estudio de mayor envergadura.

La media de edad de las pacientes es de 55,98 afos, con Jn rango
comprendido entre 30 y 71 afios existiendo un predominio de las pacientes
postmenopausicas (63,46%), aunque la serie clinica presenta un modelo bifasico
de presentacion, fenémeno observado por otros autores (Nieto, 1998). De esta
manera se han definido dos rangos de edad en cuanto a la presentacion clinica
de los tumores mamarios estudiados. El primer rango corresponderia a edades
tempranas, pacientes premenopausicas y se sitia en torno a los 40 afios,
mientras que el segundo maximo corresponde al periodo postmenopausico que
aparece en un periodo mas tardio. entre los 55 y 65 afios.

La mayoria de las pacientes han sido diagnosticadas en estadio Il de la
enfermedad tumoral, seguido del estadio | y cabe destacar un caso de carcinoma
in situ. En este sentido, es interesante comentar que nuestras pacientes han sido
diagnosticadas en su maycria en estadios precoces de la enfermedad y que, por
tanto, los indices de supervivencia a largo plazo han de ser superiores. Este
hecho puede estar favorecido por la aplicacion desde el afio 1995 del sistema de
screening o sistema de deteccion precoz dei cancer de mama en nuestra

provincia. La eficacia de este sistema estd ampliamente demostrado en la

deteccion precoz de tumores de pequefio tamafio en mujeres mayores de 50

afos (Séguret, 1995). La tasa de deteccion de tumores pequefios en edades
comprendidas entre 40 y 49 afios es menor. Este hecho se explica por la mayor
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radiodensidad del parénquima mamario en las pacientes jovenes (Brisson, 1992)
y también por el mayor crecimiento tumoral en estas edades (Kuroishi, 1990).
Nuestro estudio ha venido a corroborar estos hechos. E! diagndstico de la
enfermedad en estadios precoces lieva implicito el descubrimiento de tumores de
menor tamano. En nuestra serie, el tamarfio medio tumoral es de 2,7 cm, pero
hemos hallado una relacion estadisticamente significativa entre el tamafio
tumoral y la edad de las pacientes, de tal forma que edades mas avanzadas se
correlacionan con tamanos tumorales mas pequerios, en muches casos inferiores

az2cm

No hemos hallado una relacion significativa entre el estadio clinico de la
enfermedad y el estatus hormonal. Del mismo modo, la edad de las pacientes no
ha resultado estadisticamente significativa con respecto al estadio clinico, de tal
manera que enfermas de cualquier edad pueden encuadrarse en cualquier
estadio clinico, sin que haya una distribucion preferente para una edad o un
estatus hormonal determinado (pre o postmenopausia). Este hecho conlleva al
planteamiento de que el desarrollo de la enfermedad tumoral mamaria pudiera
estar dirigido por factores de orden bioldgico que permiten diferenciar tumores
mamarios de diferente origen y/o evolucion clinica.

Basandonos en estos fundamentos, podemos afirmar que la
caracterizacion biolégica de los tumores mamarios esta intimamente relacionada
con lafisiologia de la enferma portadora de la lesion tumoral. Por tanto, todas las

variables biologica, clinicas, histolégicas y bioquimicas, constituyen una entidad

unica que es reflejo del comportamiento de un tumor en concreto (Menard, 1994).

Es conccido el efecto de la edad en el prondstico del cancer de mama: asi,
las pacientes mas jovenes presentan peor prondstico que aquellas de mayor
edad (Vanlemmens, 1998). Por tanto los tumores en edades mas tempranas son
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mas agresivos. Este hecho conocido estaria relacionado con un complejo sistema
de homeostasis en el que interaccionan diversos factores, procedentes del propio
tumor y del huésped en el que asientan. El concepto de agresividad tumoral o
capacidad de crecimiento e invasividad responde a una secuencia de hechos,
donde estan implicadas numerosas variables, como los receptores hormonales,
los oncogenes, los factores de crecimiento y sus receptores (Bland, 1992,
Osborne, 1992). Todo ello se complica mas aun, si pensamos que dentro del
mismo tumor existen diversas subpoblaciones de células malignas que presentan
caracteristicas intrinsecas diferentes en relacion a la capacidad de crecimiento
y diseminacion a distancia (Fidler, 1993), y que definen la caracteristica
“heterogeneidad tumoral” responsable de laresistencia a diferentes modalidades
terapéuticas.

El grado histolégico de Bloom Richardson del tumor se ha establecido en
el presente estudio como variable estadisticamente significativa con respecto al
tamano tumoral, de forma que los tumores bien diferenciados (grado |) presentan
un tamafio medio menor de 2 cm, a diferencia de los tumores con menor
diferenciacion (grados !l y lIl) en los que se ha hallado un valor medio mayor de

2 cm (este valor aumenta con el grado de indiferenciacion).

Basandonos en estos resultados, podemos afirmar que el tamario del
tumor se correlaciona inversamente con la edad de la paciente, y de forma
paralela al grado de diferenciacion histolégica. Por tanto, a edades mas
avanzadas cabe esperar tamanos tumorales menores con un mayor grado de

diferenciacion y fenémenos que pudieran explicar la mayor supervivencia y mejor

evolucion de estas pacientes.

Otro dato a destacar es el predominio de pacientes sin alteraciones en la
piel y el pezon , sin presencia de multicentricidad tumoral en la mama, y, con
bordes de reseccion libres de tumor, todo ello compatible con la mayor frecuencia
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de diagnasticos en estadios precoces de la enfermedad.

El tipo histologico predominante ha sido el carcinoma ductal infiltrante que
corresponde al 90% de los tumores analizados. Este dato coincide con amplias

series de tumores mamarios (Berg, 1995).

Aunque la distribucion de la frecuencia de presencia de necrosis
intratumoral (clasificada como ausente, minima y extensa) es homogénea dentro
de los tumores estudiados, existe una marcada relacion significativa tras aplicar
el test estadistico con el estadio clinico y, por tanto. con la afectacion ganglionar
axilar. Los resultados hallados revelan el predominio en el estadio | de tumores
en los que no se ha objetivado la existencia de necrosis intratumoral -pacientes
con ganglios negativos-, asi como la totalidad de tumores con necrosis extensa
en los estadios Il y Il -pacientes con ganglios positivos-. La asociacion de la
necrosis intratumoral con la velocidad de crecimiento tumoral y la diseminacion
linfatica y hematogena, ha sido constatada por diversos autores (Carter, 1978;
Leis, 1990; Ackerman, 1995).

Asimismo, el estudio histologico de !as piezas tumorales ha mostrado que
tanto la calcificacion intratumoral como la invasion vascular y perineural. han
sido un fenomeno de presentacion poco frecuente. Ademas, tampoco hemos
hallado una significacion estadistica entre estas variables histolégicas con el
tamario del tumor y la presencia de ganglios positivos, a pesar de que la invasion
vascular y perineural por las células malignas han side consideradas como
factores de agresividad tumoral (Leis, 1990).

De igual modo, han sido mas frecuentes los tumores que han presentado

menos del 25% de componente in situ, sin hallar relacion significativa con el

tamana tumoral, ni con la presencia de ganglios axilares positivos.
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Sin embargo, el analisis estadistico que relaciona la presencia de ganglios
axilares positivos con el tamafio tumoral, ha sido significativo. Como ya afirman
numerosos autores, el tamario tumoral es considerado como un factor pronostico
independiente en el cancer de mama, en tanto en cuanto, es un indicador de la
probabilidad de metastasis ganglionares axilares (Leis, 1990; Horak, 1992;
Gasparini, 1994) y de recurrencia de la enfermedad tras el tratamiento instaurado
(Gasparini, 1994). Fisher , en 1969, estableci6 una relacién inversa entre el
tamario del tumor y la supervivencia global, confirmandose posteriormente por
otros autores (Horak, 1992).

Un dato a destacar en ios resultados obtenidos es la relacion hallada entre
el tamafio tumoral histolégico y la densidad vascular intratumoral. Hemos
obtenido significacion estadistica al asociar estas dos variables, de forma tal que
los tumores de mayor tamafo presentan cifras mas elevadas de microvasos
dentro del tumor. Sin embargo, el grado histolégico no ha resultado significativo
con respecto a la densidad vascular intratumoral, si bien se puede apreciar un

aumento de ésta conforme avanzamos en el grado histologico

Angiogénesis y neovascularizacion.

El concepto de neovascularizacion o angiogénesis en el cancer de mama
ya ha sido descrito en el apartado de Introduccion de este trabajo. La formacion
de neovasos a partir de vasos sanguineas ya existentes en el seno del tumor,
contribuye al crecimiento tumoral y a su diseminacién. Por tanto, es de esperar
que aquellos tumores con mayor densidad de microvasos presenten una mayor
capacidad de crecimiento que se traducira en un tamario tumoral mayor. A este
respecto, son numerosos los trabajos publicados que intentan establecer ia

asociacion entre las observaciones histolégicas y la supervivencia de las

pacientes portadoras de estos tumores.
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Gasparini y cols. en un estudio realizado sobre un total de 254 pacientes

sugiere el valor predictivo de la densidad vascular intratumoral en lo referente a
la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global. Uria de ias
conclusiones mas importantes de este estudio ha consistico en demostrar que
tanto el tamaro del tumor como la densidad vascular intratumoral son factores
pronosticos independientes para |a recurrencia de la enfermedad, y pueden ser
utilizados en la seleccion de pacientes de alto riesgo que puedan beneficiarse
de nuevas estrategias terapéuticas (Gaparini, 1994). Estas conclusiones han
sido reafirmadas posteriormente por otros autores (Weidner, 1998).

Este planteamiento esta dirigido fundamentaimente a aquellas pacientes
diagnosticadas y tratadas de cancer de mama que no presentan diseminacion
axilar (ganglios negativos). Se estima que aproximadamente entre el 20 y el 30
% de este grupo de pacientes desarroliaran recurrencia de la enfermedad a los
10 anos del tratamiento inicial. Sin embargo, no todas las pacientes con cancer
de mama y ganglios negativos son subsidiarias de nuevas terapéuticas
adyuvantes, puesto que estariamos sometiendo a un tratamiento innecesario al
70-80 % de pacientes que no van a desarrollar recidiva tumoral. Por este motivo,
es necesario individualizar la necesidad de estos planteamientos terapéuticos,
que suponen un considerable coste y morbilidad para la paciente, encaminando
la lineas de investigacion en la busqueda nuevos factores prondsticos,
predictivos de la recurrencia de la enfermedad en este subgrupo de pacientes
con ganglios negativos. En este sentido, el estudio de la densidad vascular
intratumoral en el cancer de mama puede ser la clave para identificar a estas
pacientes. De hecho, un 40 % de las pacientes incluidas en este estudio no
presentaron diseminacion axilar en el momente del diagndstico. Esto supone que
un grupo importante de nuevos diagnasticos corresponde a pacientes en las que
la decision terapéutica postquirurgica no es facil, o al menos, no esta
estandarizada con la firmeza que lo esta en estadios mas avanzados de la
enfermedad tumoral. Cualquier esfuerzo de investigacion en tomo a la busqueda
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de factores que identifiquen mayor riesgo de recidiva seria bien recibido en
nuestro medio.

En este sentido, parece ser que el estudio de la angiogénesis tumoral
puede aportarnos una valiosa informacion acerca de la evolucion clinica de los
tumores, englobada dentro de la acepcidn “caracterizacion tumoral”. Las primeras
investigaciones acerca del valor del proceso de angiogénesis en los tumores
fueron realizadas por Folkman en la década de los 70. Posteriormente, fue
Weidner en 1991, el primer autor que demostré que el recuento del numero de
microvasos en el tumor de mama estaba asociado con el riesgo de metastasis,
en un estudio realizado sobre 49 pacientes (Weidner, 1991). Este hallazgo fue
confirmado por otras publicaciones , donde se reafirmaba el valor pronéstico de
la densidad vascular en el cancer de mama (Weidner, 1992; Visscher, 1993,
Weidner, 1998, Gasparini, 1998).

Mas recientemente, en un estudio sobre 100 pacientes con cancer de
mama se ha determinado el valor prondstico de las siguientes variables: edad,
tamarno tumoral, ganglios axilares, receptores de estrogenos, p53 , C-erB2,
fraccion de fase S y densidad de microvasos. En general, los resultados de estos
trabajos concluyen que el estado ganglicnar axilar y la densidad vascular son
factores pronosticos independientes para la supervivencia global y la
supervivencia libre de enfermedad. Ademas, de nuevo se incide en la

importancia de la densidad de microvasos intratumor en el grupc de las pacientes

con ganglios negativos (Narita, 1998).

A pesar de la utilidad en la implementacion de estas técnicas se hace
necesario el definir protocolos de aplicacion y el unificar el método de tincién
vascular, y la técnica de recuento vascular. Asi, como marcador vascular se han
usado el factor VIll, CD31 o CD34. El sistema de medicion de microvasos

tampoco es homogeneo, ya que hay autores que emplean campos de 200
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aumentos , otros utilizan campos de 400 aumentos y otros que miden campos a

pequeiio aumento (Fernandez. 1997). Todos estos problemas técnicos llevaron
a Gasparini y Harris a definir los criterios que deben ser empleados para el
recuento de microvasos (Gasparini, 1995), los cuales han sido aplicados
rigurosamente en el presente trabajo.

Criterios de medicion de vasos en el cancer de mama.

Usar un marcador endotelial adecuado (factor vill o CD31).

Elegir las areas mas vascularizadas a pequefio aumento (hotspot vascular).
Considerar como vaso toda estructura tefiida con el marcador. aunque no tenga luz
(contar como vasos los cordones solidos).

Realizar el recuento en campos de 0,74 mm?,

E! recuentc debe realizarse por dos investigadores de modo simultaneo.

Nuestro estudio cumple con los criterios enunciados, habiéndose elegido
una opcion determinada cuando el protocolo lo presente. Asi por ejemplo, hemos
utilizado como marcador el factor VIl en lugar del anticuerpo monoclonal CD31
que también destaca por su gran especificidad por las células endoteliales
(Horak, 1992; Gasparini, 1994).

La aplicacion del protocolo experimental y la revision exhaustiva de las
inclusiones histoidgicas nos ha servido para determinar con precision las
caracteristicas de la distribucion de la vascularizacion en cada espécimen
tumoral. Un vaior medio de 30 microvasos por cada diez campos de observacion
es una buena apreciacion del nivel de vascularizacidon est3ndar de los tumores.
No obstante, la dispersion encontrada es amplia ya que cubre un rango entre 20
y 100 microvasos por unidad de medida. Esto nos ha llevado a establecer un
valor arbitrario limite entre una vascularizacion pobre (<25 microvasos/10
campos) y una considerable densidad vascular (>25 microvasos/10 campos). Con
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este criterio clasificatorio, algo mas de la mitad de los casos se agnipan en

“densidad vascular baja”, y el resto en alta densidad vascular.

Cuando se ha intentado asociar el grado de densidad vascular con otras
variables histologicas y caracteristicas de! tumor, nuestro estudio ha servido para
identificar que este fenébmeno de neoformacion es mayor en tumores en tumores
mas grandes y de una mayor indiferenciacion. A pesar de lo atractivo de tal
observacion y de las impiicaciones en la biologia tumoral, lo cierto es que
cualquier interpretacion podria caer en la especulacién ya que no podriamos
afirmar qué mecanismo es causa y cual consecuencia en el proceso de

crecimiento tumoral.

Existen numerosas argumentaciones en torno al proceso de angiogénesis
como determinante en cierta medida de la agresividad tumoral en el cancer de
mama. En este sentido, el grado de actividad angiogénica del tumor, que se
traduce en la densidad de microvasos neoformados, va a favorecer el crecimiento
del tumor y la diseminacion a distancia de clones celulares dotados, asi mismo,
de un determinado potencial angiogénico que les va a permitir la proliferacion en
estas localizaciones secundarias (Weidner, 1998).

Por tanto, y basandonos en este planteamiento, aquellos tumores con
mayor capacidad para neoformar vasos (mayor densidad vascular) presentaran
un tamano tumoral mas grande. Esta afirmacion se corresponde con los
resultados obtenidos en nuestro estudio. Sin embargo, cabe una reflexion en
relacion a este tema. La angiogénesis es un factor necesario aunque no
suficiente para la recurrencia de la enfermedad y/o su diseminacion. Las células
tumorales deben proliferar en el estroma, penetrar en los vasos sanguineos,
sobrevivir y escapar del sistema inmune, y crecer en los tejidos a distancia. Se
trata, pues, de un proceso secuencial en el gue concurren multitud de factores,
y uno de eilos es la densidad vascular intratumoral.
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Conviene recordar que el presente trabajo ha consistido en un estudio
preliminar, descriptivo y transversal en el tiempo, de a casuistica de cancer de
mama en nuestro hospital durante un periodo de dos afios. Hemos tratado de
esbozar estas lineas de investigacion en relacién a la angiogénesis, quedando
como objetivo final el seguimiento de las pacientes incluidas con objeto de
evaluar el peso de estos factores en la prediccion de la evolucién natural de la
enfermedad y la respuesta a tratamientos particulares.

Otro aspecto muy interesante es el estudio de la enfermedad tumoral
mamaria dentro del contexto de una afectacion sistémica hormonal, entendida
como un fracaso de la homeostasis hormonal que ocasiona el cuadro tumoral
maligno. A este respecto, es conocido el diferente comportamiento clinico de los
tumores hormonodependientes. Estudios recientes muestran que el
comportamiento de los tumores RE negativo es similar al esperado por cualquier
otro tipo de tumor no hormonodependiente desarrollado en cualquier organo
(Basso, 1998). Por el contrario, los tumores hormonodependientes presentan una
serie de caracteristicas que los hacen diferentes en su comportamiento
biolégico.

Marcadores de hormonodependencia.

En el conjunto de los indicadores de la actividad bioldgica del carcinoma
de mama, ocupan un lugar destacado el estado de los receptores para las dos

hormonas esteroideas femeninas: estrogenos y progesterona. Como ya

conocemos, los receptores hormonales corresponden a macromoléculas
proteicas con capacidad especifica de interaccién quimica con las hormonas
esteroideas, estrdgenos y progesterona. Los carcinomas de mama pueden

Tesis Doctoral




Discusion 211

expresar estos receptores con gran variabilidad. Hasta el momento, no ha sido
posible establecer una relacion constante en la expresion de positividad o
negatividad. Aproximadamente un 41% de los casos es RE+ RP+, un 38% RE-
RP-, un 17% RE+ RP-, y un 4% RE- RP+ en las grandes series documentadas.
A este dato se aitade el hecho de que la positividad puede ser considerada como
una variable cuantitativa en cada caso, con lo cual se hace aun mas dificil
establecer un patron de receptores que pueda alcanzar valor pronéstico
(Séanchez, 1995).

En nuestra serie, el fenotipo receptor hormonal presenta una distribucion
paralela a la anteriormente expuesta: 30,8% RE+ RP+, 48,1% RE- RP-, 11,5%
RE+ RP-y 9,6% RE- RP+.

Es interesante comentar esta distribucion de fenotipo receptor en relacion
con el estatus hormonai, ya que si bien el fenotipo negativo para ambos
receptores, estrogenos y progesterona, parece presentar una distribucion muy
homogénea en la frecuencia de presentacion en pacientes pre Yy
postmenopausicas no ocurre lo mismo cuando aparecen las combinaciones RE+
RP+, RE-RP+y RE+ RP-. En principio hemos observado la elevada proporcion
de pacientes postmenopausicas con tumores fenotipo RE+ RP+; en segundo

lugar el fenotipo RE- RP+ es mas frecuente en pacientes premenopausicas en

las que existen niveles considerables de estrogenos circulantes, lo cual impide
que los receptores de estrogenos pueden ser cuantificados en el ensayo debido
a su compartimentalizacion y atrapamiento a nivel nuclear. En esta situacion
hemos hallado un 7,7% de pacientes premenopausicas frente a 1,9% de
pacientes postmenopausicas. La tercera situacion, fenotipo RE+ RP-, se
encuentra mas frecuentemente en las enfermas postmenopausicas, y es
indicativo de la disponibilidad de receptor estrogénico, pero que ante la ausencia
de hormona circulante es incapaz de provocar la sintesis del receptor de
progesterona. Esta afirmacion es antiguamente conocida y ha sido demostrada
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en series amplias (Nieto, 1998).

De otra parte, el fenotipo receptor negativo prevalece en los estadios Il y
Il (en pacientes con afectacion ganglionar axilar), aunque tal asociacion no ha
encontrado apoyo estadistico. Similares resultados fueron publicados por el
Centro de Patologia de la Mama de Madrid en 1991, donde tras analizar 351
carcinomas de mama no hallaron correlacion estadistica entre el estado de los
receptores hormonales y la presencia de metastasis ganglionares axilares
(Sanchez, 1995).

Es posible profundizar algo mas en el conocimiento de la
hormonodependencia tumoral analizando ios datos obtenidos al determinar la
presencia y la concentracién de la proteina pS2 en el citosol tumoral. La
expresion de pS2 ha sido propuesta como una demostracion de la continuidad
de acontecimientos que se originan con la aparicion del receptor estrogénico y
su funcionalidad. La proteina pS2 es expresé en un 30,.76% de las pacientes con
valores por encima del limite considerado como normal. La positividad de los
valores de pS2 fue independiente del estatus hormonal, el grado histologico, el
tamano tumoral y la densidad vascular intratumoral. No obstante, hemos hallado
una importante correlacion entre el fenotipo receptor hormonal negativo(RE- RP-)
y pS2 menor de 11 ng/mg de proteina citosélica. Estos hallazgos son similares
a los obtenidos recientemente por otros autores (p<0,001) (Nieto, 1998) y vienen
a confirmar la relacién existente entre el complejo fenotipo hormonal y la
expresion de pS2. No es por tanto casual que se haya asignado recientemente

un importante valor biolégico al conjunto fenotipo receptor/pS2, de tal manera
que en la actualidad se puede habiar de tumores de bajo potencial de malignidad

cuando se expresan los tres resporsables de dependencia hormonal y de
tumores de alto potencial de malignidad cuando RE, RP y pS2 son negativos
(loakim-Lioesi, 1997).

Tesis Dccroral




Discusion 213

También se ha encontrado una asociacion significativa entre el grupo de
estadios lI+lll (utilizado para el andlisis estadistico) y la expresion negativa de
pS2 (< 11ng/mg de proteina citosdlica). Esta relacion se puede expresar también
como la tendencia de pS2 hacia la negatividad en presencia de afectacion
ganglionar axilar, y finalmente en términos de recurrencia de la enfermedad y de
supervivencia. En efecto, publicaciones recientes consolidan el valor pronostico
de la expresion de pS2 en la supervivencia global en el cancer de mamay en la
respuesta al tratamiento con tamoxifeno (Fulco, 1898). En un estudio efectuado
por Thompson y col (Thompsen, 1998) sobre un total de 90 pacientes tratadas
de cancer de mama con un seguimiento de 83 meses, se establece la
combinacion del estatus ganglionar axilar y la expresion de pS2 como factor
predictivo de la supervivencia, de forma tal que aquellas pacientes ganglios
negativos y pS2 positiva sobreviven en su totalidad a los 6 afios del seguimiento,
a diferencia de aguellas pacientes ganglios positivos y pS2 negativa en las que
la mortalidad a los 6 artos fue del 41%.

Con todo e!lo, se confirma el origen hcnmonal de ciertos tumores mamarios
y su dependencia estrogénica en el crecimiento. En las células mamarias, la
induccion de pS2 es debida especificamente a los estrégenos; por tanto, su
positividad se asocia generaimente a la existencia de receptores de estrégenos,
y permite distinguir un subgrupo de pacientes con receptores hormonales

positivos que tienen un prondstico significativamente mejor que los no

productores de pS2. Ademas, estudios recientes defienden la hipotesis de que

la positividad de pS2 esta asociada a la positividad del receptor de progesterona,
y puede ser un marcador de la funcionalidad de los receptores de estrogenos
(Ardavanis, 1997). En definitiva, es posible que nos encontremos ante tumores
en los que la secuencia de acontecimientos moleculares de dependencia
hormonal esta conservada, y , por tanto, que las pacientes portadoras de este
tipo de tumores puedan beneficiarse de una terapia hormonal especifica, ademas
de ser portadoras de un mejor pronastico.
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Por ultimo, la densidad vascular intratumoral no se ha relacionado
estadisticamente con el fenotipo receptor hormonal, si bien hemos hailado una
mayor correspondencia entre densidad baja y fenotipo positivo, y densidad alte
y fenotipo negativo.

Diseminacion tumoral.

Otro aspecto muy interesente de la discusion se centra en la
determinacion de posibles factores predictivos de la diseminacion sistémica del
cancer de mama. siendo obligado destacar el rol de las diferentes proteasas que
favorecen el crecimiento tumoral, entre las que destacan la catepsina y el
activador del plasmindgeno tipo urokinasa, que han sido objeto de nuestro

estudio en la serie tumoral analizada.

El clasico concepto halstediano del cancer de mama como enfermedad

local limitada a la mama esta actualmente en desuso. siendo sustituido por la

tecria cada vez mas arraigada de enfermedad sistémica, avalada a su vez. por

el fracaso de la homeostasis hormonal de importancia capital en aigunos casos,
gque ya hemos comentado anteriormente.

Bajo este concepto , la diseminacion tumoral como una realidad potencial
para cualquier enferma diagnosticada de cancer de mama limita el control
tumoral determinado por el tratamiento local, cuestionando el abordaje radical
de la enfermedad en la mama. Por otro lado, obliga a pensar en la instauracion
de terapéuticas regionales y sistémicas, y finaimente, reclama la necesidad de
definir marcadores de extension que puedan conducir al clinico en su decision
(Fisher, 1993).

Recordamos nuevamente que tanto la catepsina D como la urokinasa son
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proteasas involucradas en la diseminacion linfatica y vascular del cancer de
mama. Son producidas por las células tumorales en respuesta a multiples
estimuios hasta ei momento no bien conocidos, y producen la degradacion del
tejido estromal circundante al tumor. Este proceso de invasién de la matriz
extracelular lleva implicito la formacién de nuevos vasos a partir de vasos
preexistentes, fendmeno conocido con el nombre de angiogénesis ©
neovascularizacion, que ya ha sido comentado con anterioridad.

En nuestro estudio, la catepsina D, positiva en el 48% de los casos con un
dintel de positividad establecido en 35 pmol/mg, no ha sido relacionada con
ninguna de las variables clinicas, histologicas y bioquimicas analizadas. La
ausencia de correlacion entre catepsina D y el estatus hormonal (Isola, 1993), los
receptores hormonales (Winstanley, 1993) y el tamafio tumoral (Pujol, 1993), ha
sido descrita por varios autores.

Algunos estudios han sefialado la posible relacion entre la catepsina D
y la presencia de receptores estrogénicos positivos (Duffy, 1992). Esto puede ser
explicado debido a que, en las células normales y en los tumores hormono-
sensibles, la sintesis de esta proteasa esta regulada por los estrégenos, a
diferencia de los canceres hormono-independientes en ios que existe una
produccion no controlada (Leto, 1992). No obstante, tal asociacion parece ser
mas evidente en cultivos celulares in vitro que en la realidad clinica tumoral.

Aunque esta confirmado el papel de esta proteasa en la diseminacion

tumoral a través de la destruccion de la arquitectura tisular normal, su valor
como factor prondstico en el cancer de mama ha sido recientermnente cuestionado
(Losch, 1998). A pesar de estos planteamientos, hay autores que mantienen que
los niveles altos de catepsina D constituyen un factor predictor de la recurrencia
en el cancer de mama (Fulce, 1998), y mas aun, podria ser utilizado como
marcador de mal prondstico en el grupo de pacientes ganglios negativos
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(Gohring, 1996). La utilizacién de las tablas de datos incluidas en este trabajo
permitirén evaluar tales posibilidades cuando el tiempo transcurrido permita

hacer un estudio retrospectivo.

Esta ampliamente constatada por la literatura cientifica la importancia de
la angiogénesis en gran variedad de tumores sélidos, especialmente en el cancer
de mama, donde ha sido definido como factor pronéstico independiente
(Weidner, 1998; Gasparini, 1998). De otra parte, también esta sobradamente
confirmada el papel del activador del plasmindgeno tipo urokinasa, perteneciente
al sistema de la fibrinolisis. como un potente factor de neovascularizacion
(Rabbani, 1998).

Es muy sugerente el papel asignado al complejo activador del
plasminogeno tipo urokinasa en las neoplasias mamarias. Recientemente, se ha
identificado el efecto regulador que ejerce el sistema hormonal scbre la expresion
de u-PA. Asi lo demuestra un estudio realizado por Levenson, en el que se
observa un efecto inhibidor del estradiol sobre la expresién y liberacion de u-PA
en lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-231) (Levenson, 1998). Estos
hallazgos pueden confirmar observaciones previas que sugieren una peor
respuesta en las pacientes que reciben terapia con el antiestrégeno tamoxifeno
cuando existen niveles elevados de u-PA y de su inhibidor PAI-1 (Foekens,
1995). Asimismo, hay autores que han hallado un aumento en el riesgo de
recidiva del cancer de mama cuando se asocian niveles altos de u-PA con el
fenotipo rec.tor negativo (Ferno, 1996).

El rol mas destacado dei sistema fibrinolitico en el cancer de mama esta
representado por el complejo activador del piasmindgeno tipo urokinasa (u-PA,

u-PAR, PAI-1), conocido como un potente factor de angiogénesis o

neovascularizacion. Este efecto es producido en virtud a su funcion como
proteasa, que provoca la degradacion de la matriz extracelular y de los
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componentes del estroma circundante a las células tumoraies. Como ya se ha
comentado, el primer paso en ei proceso de neovascularizacion consiste en la
disolucion de la pared de los vasos estromales, que produce el estimulo
adecuado para la formacion de neovasos. Pues bien, este importante efecto
proteolitico es realizade por la urokinasa (Hildenbrand, 1995).

Siguiendo esta linea de pensamiento se puede hipotetizar la asociacion
de densidades vasculares intratumorales altas con cifras elevadas de u-PA en
el citosol de células tumorales. La sintesis y liberacion de u-PA no se atribuye
exclusivamente a las céluias integrantes del tumor, de forma que han sido
implicados otros grupos celulares en este proceso, entre !os que destaca el
sistema de macrofagos asociados al tumor. La importancia de ios macréfagos en
el proceso de angiogenesis ha sido explicado por varios hechos (Hildenbrand,
1995). su presencia es constante en todos los carcinomas de mama, eri numero
superior a otros grupos celulares; su estado funcional es variable, de forma tal
que pueden permanecer en estado quiescente o bien, activar su funcion
angiogénica; y finalmente, presentan la capacidaa de liberar citokinas que
modulan el proceso de angiogénesis.

Todos estos argumentos cimentan la asociacion hallada entre el recuento
de macrofagos en el foco tumoral y el pronostico del cancer de mama. Leek ha
demostrado una fuerte relacion del incremento en el numero de macréfagos
asociados al tumor con supervivencias libres de enfermedad y supervivencias
globales menores (Leek, 1996).

Nuestro estudio ha revelado la presencia de niveles mas elevados de u-PA
en tumores con densidades vasculares mas altas, aunque este resultado no ha
presentado significacién estadistica, hecho que podria ser atribuido al tamafio

muestral. Sin embargo, no existen controversias en la literatura actual referentes

al potente efecto angiogénico del activador del plasminégeno tipo urokinasa en
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el cancer de mama.

Tampoco hemos hallado una fuerte asociacién entre los valores de u-PA
y el tamario tumoral, si bien los tumores mas grandes (>2 cm) se corresponden
con valores mas eievados de u-PA. Basandonos en los argumentos expuestos
hasta el momento, podriamos preveer un asociacion entre cifras elevadas de
urokinasa y tamaros tumorales mas grandes; sin embargo, este punto esta
sujeto a algunas controversias. Hace mas de una década, Duffy demostré una
correlacion positiva enire los niveles altos de u-PA, el tamafio tumoral y el
numero de ganglios linfaticos infiltrados (Duffy, 1988). Mas recientemente, hay
autores que han hallado una relacion significativa entre los valores altos de u-PA
y el fenotipo receptor negativo, pero no con 2l estatus axilar ni con el tamano
tumoral (Ferno, 1996).

La presencia de necrosis histolégica intratumoral se ha asociado de forma
significativa a los niveles de u-PA, en nuestro estudio. Asi pues, hemos hallado
una fuerte correspondencia entre niveles altos de u-PA y la existencia de
necrosis extensa en los tumores analizados, asi como un predominio de niveles
bajos de u-PA en aquellos canceres en los que no se ha detectado necrosis. La
presencia de necrosis intratumoral (no tipo comedo, es decir, no intraductal) ha
sido asociada a una mayor incidencia de metastasis ganglionares y a una menor
supervivencia global en el cancer de mama, si bien suele estar directamente
relacionada con tumores de alto grado histolégico (Ackerman, 1995; Badve,

1998). Es, por tanto, logica la deduccion de que Ia asociacion de u-PA y necrosis

constituya un factor de agresividad y diseminacién tumoral.

Con todos estos argumentos, podemos reafirmar la importancia del
activador del plasminogeno tipo urokinasa en el crecimiento y capacidad de
invasividad de las células tumorales en el cancer de mama. Su valor, cada vez
mas constatado cientificamente, como factor pronéstico no solo en el cancer de
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mama sino también en otros tumores sélidos (colon, estémago, etc), hace crecer
el interés en relacion a estas investigaciones. Debemos pensar, ademas, que la
funcion proteolitica de u-PA esta modulada a su vez por un numeroso sistema de
inhibidores que afiaden mas complejidad a estos estudios.

Ha sido constatada por diversos autores la pérdida de la funcion inhibidora
de PAI-1 en el cancer de mama, llegando incluso a potenciar el proceso de
invasion tumoral (Knoop, 1998). De esta manera, la funcién angiogénica del
activador del plasminogeno tipo urokinasa es, al mismo tiempo, favorecida por
su inhibidor PAI-1. Es de suponer, por tanto, que los niveles elevados de PAI-1
junto con los de u-PA van a ejercer una importante influencia en el pronéstico del
cancer de mama. Asi lo afirman numerosos estudios de investigacion que han
demostrado que los niveles altos de estos componentes del sistema fibrinolitico
estan asociados con un mayor riesgo de recurrencias y una menor supervivencia
global (Grondahl-Hansen, 1997, Knoop, 1998).

Indices pronésticos en el cancer de mama.

Los denominados indices pronosticos, utilizados cada vez con mas
frecuencia para la evaluacion del cancer de mama, son variables que aportan
una informacién estadisticamente significativa e independiente, en todos los
niveles del analisis muitivariante. Si una de éstas solo es relevante para un cierto
nivel o grupo de pacientes, |la variable no es aceptada (Collet, 1998).

Uno de los mas conocidos indices prondsticos es el Indice Prondstico de
Nottingham o NP1, que define tres grupos de pacientes con bajo, medio y alto
riesgo de muerte (Miller, 1994). Este indice esta basado en la combinacion de
tres factores pronosticos: tamarfio tumoral, infiltracién ganglionar confirmada en

el estudio anatomopatologico, y el grado histolégico.
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Las lineas de investigacion actuales van dirigidas en su mayoria a la
busqueda de nuevos factores prondsticos que puedan definir subgrupos de
pacientes. Uno de estos subgrupos, que presumiblemente podria obtener
grandes ventajas, es el conformado por pacientes con cancer de mama y
ganglios axilares negativos. Como ya se ha expuesto, aproximadamente un 30
% de estas pacientes van a presentar recidiva de su enfermedad y riesgo de
muerte. Es en estas pacientes donde la determinacion de los valores de uPA
puede ser util como factor prondstico predictivo del riesgo de recidiva. Asi lo
confirma Duffy en un estudio realizado recientemente. en el que demuestra,
ademas, que ni el tamafo tumoral ni los receptores de estrgenos muestran
significacion prondstica en este subgrupo de pacientes con ganglios negativos
(Duffy, 1998).

En la actualidad, el tratamiento coadyuvante en el cancer de mama tras
la cirugia consiste en poliquimioterapia y en hormonoterapia. Los dos
tratamientos probados con mas amplitud consisten en el antiestrégens

tamoxifeno y en una combinacion de farmacos citotéxicos

La controversia en la aplicacion de estos tratamientos coadyuvantes surge
en aquellas pacientes con cancer de mama y ganglios negativos. En el protocolo
de tratamiento aplicado en nuestro hospital, las pacientes con ganglios negativos
son clasificadas en diferentes grados de riesgo (bajo, intermedio y alto) en
funcion del tamario tumoral, el grado histolégico y los receptores hormonales. Las
pacientes con ganglios negativos incluidas en los grados intermedio (tamario
tumoral entre 1y 2 cm, RE +) y alto (tamafio >1 cm y RE-) reciben tratamiento
adyuvante.

Pues bien, otro factor importante predictor de este riesgo podria ser el

activador del plasmindgeno tipo urokinasa ala vista de los argumentos cientificos
que lo confirman. Mas aun, han aparecido investigaciones recientes en relacion
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a una posible terapia antiangiogénica, que no solo inhibiria la revascularizacion
de las células tumorales en el tejido mamario, sino que también ejerceria este
efecto a distancia, impidiendo el crecimiento de micrometastasis.

Stonelake, ha demostrado una reduccién considerable del proceso de
angiogénesis en estudios realizados en lineas celulares de cancer de mama
(MDA-MB-231), mediante inhibidores del activador del plasmindgeno tipo
urokinasa (aprotinina, amiloride, acido tranexamico, acido amino caproico,
anticuerpos anti-uPA) e inhibidores de las matriz metaloproteinasas (BB94)
(Stonelake, 1997). Mas recientemente, Folkman , que fue el iniciador del estudio
de la angiogénesis en los tumores hacia los afios 70, ha realizado nuevas
investigaciones y ha descubierto dos sustancias que inhiben este proceso: la
angiostatina y la endostatina. La angiostatina es un componente dei sistema
fibrinolitico producido por las propias células tumorales que es capaz de provocar
la regresion del tumor. La endostatina, un fragmento del C-terminal del colageno
producido por el hemangioendotelioma, también puede provocar la disminucién

del tamann tumoral.

l.as veniajas de esius nueas teranias consizin2n en {a no afectacion de
las células sanas, impidienido la generacion de los efectos secundarios que
producen las terapias tradicionales. Asimismo, se evitaria el riesgo de resistencia
de las células tumorales a la accién de algunos quimioterapicos.

Estas nuevas terapias, aunque aun se encuentran en fase de
experimentacion, pueden aportar grandes beneficios a las pacientes con cancer
de mama, especiaimente a determinados subgrupos como es el de ganglios
negativos.

En definitiva, son numerosas las aportaciones de las investigaciones

actuales en relacion al futuro y potencial empleo del activador del plasminégeno
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tipo urokinasa como factor prondstico predictivo de recurrencias en las pacientes
con cancer de mama y ganglios negativos. El uso en la clinica diaria podria

acontecer en los proximos afos.
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CONCLUSIONES.

El analisis de los resultados experimentales obtenidos en e! presente
trabajo y el estudio de los antecedentes bibliograficos que sobre el tema hemos
tenido ocasion de realizar, nos han permitido enunciar las siguientes
conclusiones:

1.- Aun siendo no muy extensa, la serie de pacientes de cancer de mama
estudiada es una representacion tipica de la expresion de la enfermedad en
nuestro medio. Por ello, las conclusiones aqui presentadas pueden ser
extrapoladas a la poblacion general, comprobandose que predominan los
diagnosticos en fases tempranas de |a enfermedad tumoral. El estadio clinico
mas frecuente en el momento del diagndstico ha sido el Il, seguido del estadio
|, comprendiendo entre ambos el 87% de los casos. Esta observacion puede
haber sido favorecida por la aplicacion de! sistema de “screening” o deteccion
precoz del cancer de mama en nuestra provincia.

2 - El estadio clinico establecido en el momento del diagnastico no se ha
correlacionado con la edad de la paciente ni con su estado hormonal (pre o
postmenopausicas), de tal forma que enfermas de cualquier edad pueden

encuadrarse en cualquier estadio clinico sin que predomine uno sobre otro.

3.- Se ha puesto de manifiesto una asociacion estadisticamente
significativa entre el tamario tumoral histolégico y la edad de las pacientes, de tal
manera que pacientes de mayor edad eran portadoras de tumores mas pequefios
, Y tumores de diametro mayor han correspondido a enfermas mas jovenes. Esta

apreciacion, aparentemente paradéjica, descarta la idea preconcetida de un

diagnostico tardio, determinado por la larga evoluciéon de la enfermedad o el
abandono, en pacientes de mayor edad.
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4.- Se han establecido criterios histolégicos de clasificacion tumoral en
funcion de la arquitectura vascular intratumoral. observandose la gran
variabilidad existente entre tumores. La densidad vascular intratumoral se ha
correlacionado con el fenolipo receptor hormonal positivo, de forma tal que a
densidades vasculares bajas corresponden fenotipos positivos para receptores
hormonales.

S.- La densidad vascular intratumoral se ha asociado de forma significativa
con el tamano tumoral, de tal manera que tumores mas grandes presentan mas
frecuentemente un mayor nuimero de vasos por campo. Si el grado de actividad
angiogenica del tumor que se ha traducido en una mayor densidad vascular
intratumoral, favorece el crecimiento del tumor o se trata de una relacion inversa,
es un hecho que no puede demostrarse con los datos obtenidos.

6.- En relacion al estado hormonal de las pacientes ha existido un
predominio del fenotipo receptor positivo en las pacientes postmenopausicas y
se ha relacionado, asimismo, con tumores de menor tamario. Aunque ambas
observaciones no han alcanzado la significacion estadistica, la tendencia es
importante y coincidente con el mejor pronéstico establecido en las pacientes
postmenopausicas.

7.- Por otra parte, el fenotipo receptor hormonal estrogénico y
progestagénico negativo predomina en los estadios clinicos Il y Ill de la
enfermedad tumoral, es decir, en tumores de mayor tamafio y pacientes con
enfermedad diseminada.

8.- Se ha confirmado la asociacion estadisticamente significativa entre el
tamano tumoral y la presencia de ganglios axilares infiltrados por el tumor, el bajo-
grado de diferenciacion y la presencia de enfermedad tumoral axilar, coincidente

con observaciones previamente presentadas en la literatura cientifica.
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9.- La distribucion de los valores de pS2 ha resuitado independiente del
estado hormonal, el grado histolégico, el tamario tumoral y ia densidad vascular
intratumoral. Sin embargo, hemos haliado una fuerte correlacién entre la
expresion de pS2 y el fenotipo receptor hormonal. De esta manera, la expresion
de pS2 se presenta como el marcador ultimo de la hormonodependencia tumoral.

La asociacion RE+ RP+ y pS2+ permite identificar tumores en los que la

dependencia hormonal del tejido mamiario original esta preservada, observacion
que conlleva interesantes ccnnotaciones en lo referente a la influencia hormonal

en la génesis de tales neoplasias y en la respuesta al tratamientc antihormonal.

10.- La expresion de la catepsina D no se ha podido relacionar con
ninguna de las variables clinicas, histologicas y bioquimicas analizadas.

11.- Por ultimo, hemos hallado uria fuerte significacion entre la expresion
de u-PA y |2 necrosis intratumoral evidenciada en los estudios histologicos. Por
el contrario, no se ha podido establecer una asociacion significativa entre los
valores citosolicos de u-PA y el tamafio tumoral, si bien la tendencia sugiere que
los tumores de mayor tamano se corresponden con valores mas elevados de u-
PA. Esta observacion es coincidente con los hallazgos de densidad vascular
intratumoral. que sugieren que los tumores gue presentan niveles mas elevados
de u-PA son aquellos con una densidad vascular mayor.
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