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INTRODUCCION

1.- Introduccién.

El cancer de mama es el segundo tumor mas incidente en el mundo con
1,38 millones de casos (cifras del ano 2008), y es el tumor mas frecuente en la
mujer. Supone el 23% de los tumores de reciente diagndstico. (Ferlay J, Shin
HR et al. 2010)

El cancer de mama agrupa a diferentes enfermedades con
comportamientos clinicos y respuestas a los tratamientos administrados
variables. Se puede decir que como norma general el diagndstico en etapas
precoces de la enfermedad neoplasica nos permite realizar el tratamiento con
una intencién curativa. (Ries et al. 2007)

Tanto el proceso diagnostico como terapéutico del cancer reclama la
intervencidon de un equipo de diferentes especialistas en diversas areas de la
medicina. (Martin et al. 2009)

El conocimiento de las cifras del cancer en cuanto a incidencia,
mortalidad, prevalencia, supervivencia constituyen el primer paso para evaluar
los medios de diagndstico y tratamientos realizados ademas de permitir la
posterior implantacion de medidas de mejora.

Hemos asistido en el ultimo cuarto del siglo XX a una progresiva mejoria de la
supervivencia de las mujeres con cancer de mama gracias, entre otros
factores, al aumento de terapias disponibles cada vez mas eficaces. (EBCTCG
2012)

Paralelamente a este desarrollo de los medios de tratamiento, el mejor

conocimiento de los efectos secundarios a medio y largo plazo de los
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tratamientos adyuvantes utilizados, nos llevan a buscar formas mejores de
cuantificar el riesgo de recaida y muerte por cancer de mama en nuestras
enfermas y asi seleccionar aquellas que mas se beneficiaran de las terapias
administradas, evitando someter a tratamiento a aquellas pacientes que no lo
necesiten (Pinder et al. 1995).

Las cualidades que los marcadores de prondstico en cancer de mama deben
tener incluyen: consistencia y validez para definir pacientes de alto riesgo de
recaida o muerte, sencillez en su determinacion, reproducibilidad en los
resultados obtenidos y accesibilidad para nuestra practica clinica habitual. (NIH

consensus conference 1991)
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2.- Epidemiologia.

El cancer constituye uno de los mayores problemas de salud en los
paises desarrollados ya que es una de las enfermedades mas prevalentes.

En el afio 2000 se confirmaron por la Organizacion Mundial de la Salud,
10 millones de nuevos casos de cancer en todo el mundo, la mortalidad se cifré
en 6 millones de casos y 22 millones de casos prevalentes. Los canceres mas
incidentes fueron el de pulmén con 1,2 millones de casos, el de mama con 1,05
millones de casos y el colorrectal con 945.000 nuevos casos. (Parkin 2001)

En lo que concierne al cancer de mama, es el segundo tumor mas
frecuente en el mundo como queda resefiado. Es con mucha ventaja, el tumor
maligno mas frecuente en la mujer y de forma global es la quinta causa de
muerte por cancer. Es el tumor mas prevalente en el mundo hoy en dia. Las
tasas de incidencia mas alta se situan en los paises desarrollados (Paises
Bajos, Estados Unidos etc) que contrasta con las bajas tasas de incidencia
observadas en paises africanos y asiaticos en general. La incidencia del cancer
de mama aumenta un 1,5% anual ( Ferlay J,Shin HR et al. 2010,Parkin 2001).
Las cifras del cancer de mama en Europa, en el aiio 2008, nos muestran, una
incidencia de 332771 casos para la Union Europea con una tasa estandarizada
de 103,7 casos por 100.000 personas. La mortalidad establecida fue de 89797
que constituyen el 23,9% de los casos (Ferlay J, Parkin DM et al. 2010).

En el afo 1989 se inicié el proyecto Eurocare para medir y explicar las
diferencias en la supervivencia de los pacientes diagnosticados de cancer en
los diferentes paises europeos. El objetivo del proyecto era mejorar la
comparabilidad de las estimaciones de supervivencia a través de la obtencion

de estandares para la definicion de los tumores seleccionados, control de la
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calidad de los datos centralizado y uso de técnicas de analisis estandarizadas.
La primera comunicacion del proyecto Eurocare incluye los pacientes
diagnosticados entre 1978 y 1985 en 12 paises europeos (incluyendo Espaia).

El estudio Eurocare 3 incluyo los pacientes diagnosticados entre 1990 y
1994, que estuvieron en seguimiento hasta 1999. Se registraron casos de 20
paises europeos que cubren un total de 400 millones de habitantes.

La supervivencia a 5 afios estimada para las pacientes afectas de cancer de
mama oscila entre el 60-79% (76%) con una minima diferencia atribuible a la
edad de las pacientes al diagndstico (Coleman et al. 2003).

El estudio Eurocare 4 analizé la evolucion de la supervivencia de los
pacientes con cancer diagnosticados entre los afios 2000-2002.

La supervivencia global de las mujeres con cancer de mama en Europa a los 5
anos del diagndstico es de un 79%, mientras que en Espana se situa en el 83%
(Verdecchia et al. 2007).

Con respecto a Espafa, la tasa de incidencia estimada ajustada por
edad para el afo 2006 era de 94 por 100.000, una de las mas bajas de la UE vy,
al igual que en otros paises occidentales, ha sufrido un considerable aumento,
mas marcado entre las décadas del 70 al 90. (Cabanes et al. 2009).

En cuanto a la supervivencia de las pacientes diagnosticadas de cancer de
mama, en el afio 2004 el Grupo Espafiol para la Investigacion en Cancer de
Mama (GEICAM) publica el Proyecto el Alamo Il. Se trata de una encuesta de
evolucion de pacientes con cancer de mama en hospitales del grupo GEICAM
que incluye pacientes diagnosticadas entre 1994 y 1997. Se recogieron datos
de 23 provincias espafolas que representan 12 comunidades autonomas. Las

estimaciones sobre la poblacion encuestada (10849 pacientes) indican que



EPIDEMIOLOGIA

supone el 18% de los casos diagnosticados de cancer de mama en Espafia
(50-60000). La supervivencia global a 5 afios comunicada fue del 81% y a 7
anos del 78% ( GEICAM 2004, Martin et al. 2006).

Recientemente, investigadores de la Universidad de Salamanca han publicado
una serie de 816 pacientes con cancer de mama precoz. La supervivencia
global a 5 afios fue del 85%. (Gonzalez del Rio R 2011)

Otra medida que podemos utilizar para calibrar la magnitud del problema
de salud publica que supone el cancer, es la carga de la enfermedad (BoD
“burden of disease”). Esta medida tiene en cuenta tanto la morbilidad como la
mortalidad achacable a la enfermedad tumoral en relacion a la poblacion. Se
define como discapacidad ajustada por afios de vida (para cuantificar la carga
de la enfermedad) al numero de afios de vida saludable perdidos por la
enfermedad que tratamos. En el caso del cancer de mama para el periodo de
1997 al 2000, se estimaron unos 76,944 anos con discapacidad, lo que supone
el 9% de los afos de vida con discapacidad asociados al cancer (Fernandez de
Larrea-Baz et al. 2009).

Los programas de deteccion precoz junto con los avances diagnosticos y
terapéuticos han contribuido a aumentar la supervivencia de las mujeres con
cancer de mama, que se situa por encima del 80% a los cinco afios del
diagndstico. (Cabanes et al. 2009)

En Espania, la mortalidad por cancer de mama comienza a descender en el afo
1992, a un ritmo del 2% anual. Este descenso se observa en todos los grupos
de edad. En 1998 teniamos una tasa de mortalidad ajustada de 22,1 por
100.000 habitantes, en 2006 la tasa de mortalidad fue de 18,6 por 100.000

habitantes.



EPIDEMIOLOGIA

Este patron de disminucion afecta a todas las regiones, aunque el inicio
del descenso se produce en diferentes periodos por haber implantado los
programas de cribado en diferentes momentos (Cabanes et al. 2009).

En la Comunidad Autdbnoma de Galicia, el cancer es la segunda causa
de muerte tras las enfermedades cardio-circulatorias. Unicamente es en el
segmento etario entre los 35 y los 64 afos en el que las enfermedades
oncoldgicas provocan la mayor mortalidad de los gallegos.

La tasa de mortalidad estandarizada por cancer de mama en 1998 fue de 14
por 100.000 habitantes (Lopez et al. 2002).

La etiologia de la mayor parte de los canceres de mama es
desconocida, sin embargo se describen numerosos factores de riesgo para el
desarrollo de este tumor.

La menarquia precoz, la menopausia tardia, la nuliparidad, la edad del
primer embarazo por encima de los 40 anos, no amamantar a los hijos
lactantes, el tener familiares de primer o segundo grado afectadas, son factores
de riesgo reconocidos para sufrir un cancer de mama.

El consumo de estrogenos exogenos, bien como anticoncepcion
hormonal o bien como terapia hormonal sustitutiva en menopausicas,
incrementa también el riesgo de padecer un cancer de mama. (Veronesi et al.
2005)

Otros factores investigados incluyen: la edad avanzada, el sedentarismo,
el consumo de alcohol, el consumo en exceso de grasa, el menor consumo de
folatos, la exposicion a plaguicidas organoclorados, el tabaco y los campos

electromagnéticos de muy baja frecuencia. (Ellis et al 2003, Pollan et al. 2008)
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La irradiacion de la pared toracica, el antecedente de enfermedades
proliferativas benignas de la mama y mutaciones en los genes BRCA 1 y
BRCA 2, son también factores de riesgo reconocidos para padecer cancer de
mama. Las mujeres con alteraciones en alguno de estos genes de
susceptibilidad tienen una probabilidad entre 60% y 80% de desarrollar cancer
de mama a lo largo de su vida. Sin embargo estos dos genes solo explican una
pequefa proporcion de los casos familiares (Pollan et al. 2008, Cabanes et al.

2009).
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3.- Histopatologia.

El término carcinoma infiltrante de mama agrupa diversas lesiones que
se diferencian en muchos aspectos, tanto en su presentacion clinica como en
su apariencia radioldgica, caracteristicas histologicas y potencial biolégico.
Debido a las caracteristicas de este trabajo de investigacidén, no se hara una
extensa descripciéon de todos los tipos histologicos y aspectos patologicos
relacionados con los mismos. Nos centraremos exclusivamente en los mas
frecuentemente observados y comunicados en la literatura. (The World Health
Organization 1982, Ellis et al. 2003, Schnitt et al. 2004, Ries et al. 2007)

3.1.- Carcinoma ductal infiltrante.

Es el tipo histologico mas frecuente. Aunque la distribucion histolégica
de los diferentes tipos de tumores infiltrantes varia entre las diferentes series
publicadas. Hasta en un 28% de los casos segun las series pueden detectarse
formas tumorales mixtas.

La anatomia macroscopica describe tumores de apariencia escirra, duros. Al
corte presentan una superficie blanquecina, grisacea y en la mayor parte de los
casos los bordes son irregulares e imprecisos.

Microscopicamente, son tumores con una mezcla de partes claramente
invasoras y en crecimiento con diferentes momentos de division mitética, junto
a zonas de estroma desmoplasico y amplias areas de carcinoma ductal in situ,
no invasor. Las células tumorales pueden adoptar diferentes disposiciones
desde la organizacion glandular, hasta la formaciéon de nidos 6 cordones de
células tumorales de diferentes tamafios y con areas de necrosis entre los

mismos.
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Como norma general los tumores ductales infiltrantes confiere un peor
prondstico vital a las pacientes, ahora bien la determinacién de otros factores
que mencionaremos con posterioridad nos permitiran dentro de estos
carcinomas diferenciar aun mas subgrupos prondsticos.

El carcinoma ductal infiltrante, también puede denominarse carcinoma ductal
tipo NOS (not otherwise specified), carcinoma tipo NST (no special type) 6
carcinoma infiltrante. (The World Health Organization 1982, Ellis et al. 2003,
Schnitt et al. 2004, Ries et al. 2007)

3.2.- Carcinoma lobulillar.

El carcinoma lobulillar infiltrante constituye la segunda estirpe neoplasica
en frecuencia en las pacientes afectas de cancer de mama. Su frecuencia
estimada oscila entre el 5-10%. Son tumores multifocales de forma ipsilateral y
tienen tendencia a la afectacion de ambas mamas. Al igual que definimos
previamente para el carcinoma ductal suelen coexistir dentro de la misma
lesion tumoral focos de carcinoma lobulillar in situ.

La apariencia macroscopica de los tumores lobulillares infiltrantes, es
consistente, blanca o grisacea, indistinguible de los tumores ductales. Otras
veces la forma de presentacion es la de una zona de consistencia elastica sin
una masa o nodulo evidente, llegandose al diagnéstico tras el estudio
microscopico.

Microscopicamente, el carcinoma lobulillar infiltrante presenta caracteristicas
citolégicas y patrones de infiltracion estromal particulares. La forma clasica se
caracteriza por células pequefas, uniformes, que invaden el estroma por un
unico punto pero formando hileras. Estas células frecuentemente rodean los

ductos mamarios remedando una imagen de diana.
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El nucleo de las células neoplasicas suele ser pequeno, de tamafo uniforme y
a menudo excéntrico en el citoplasma. Las figuras de mitosis son raras. En el
citoplasma de las células tumorales pueden existir formaciones luminales que
le darian la apariencia de células en anillo de sello.
Una caracteristica muy frecuente de los carcinomas lobulillares, tanto
infiltrantes como “in situ”, es la pérdida de la cohesion intercelular, este rasgo
fenotipico podria relacionarse con el rasgo caracteristico de este tipo
histolégico tumoral de pérdida de expresion de la E-Cadherina (moléculas de
adhesion) que supone una diferencia genotipica con respecto a los tumores
ductales.
Existen diferentes variantes de carcinomas lobulillares si nos basamos en su
disposicidon tisular, por mencionarlos serian: solidos, alveolares,
tubulolobulares, trabeculares, variante pleomorfica.
Hay algunos aspecto clinicos de los tumores lobulillares infiltrantes que
merecen consideracion. En diferentes series se ha documentado que los
tumores ductales infiltrantes diseminan mas frecuentemente a pulmoén, higado
y cerebro. En contraposicidén los tumores lobulillares diseminarian con mas
frecuencia al hueso, genitales internos, leptomeninges, superficie peritoneal,
tracto gastrointestinal y area retroperitoneal. (The World Health Organization
1982, Ellis et al. 2003, Schnitt et al. 2004, Ries et al. 2007, Yoder et al. 2007)
3.3.- Carcinoma tubular.

Es una estirpe tumoral con prondstico mas favorable. Se asocia a un
escaso potencial de metastatizacion. Presenta una incidencia que puede

oscilar entre el 7-27%, segun los trabajos consultados.
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Suelen ser tumores pequefos, de consistencia firme, espiculados que
macroscopicamente pueden ser indistinguibles de los carcinomas ductales
infiltrantes.

Al microscopio, los carcinomas tubulares, se caracterizan por una proliferacién
bien definida de glandulas ¢ tubulos, formadas por una unica capa de células
epiteliales y sin componente de células mioepiteliales. Las células tumorales
presentan nucleos exceéntricos, hacia la luz tubular, con escasas alteraciones
nucleares. El estroma presenta figuras desmoplasicas y elastosis. El carcinoma
tubular se asocia frecuentemente con formas “in situ” de carcinoma ductal de
bajo grado. (The World Health Organization 1982, Ellis et al.2003, Schnitt et al.
2004, Goldstein et al. 2004)

3.4.- Carcinoma mucinoso.

Es otra de las estirpes histologicas de prondstico mas favorable,
también puede denominarse carcinoma coloide. Supone menos de un 2% de
los carcinomas de mama.

Macroscopicamente se caracteriza por ser una lesion circunscrita, de
consistencia gelatinosa. Existen, no obstante, tumores con grados variables de
fibrosis en su estroma cuya consecuencia directa es una consistencia mas
firme.

El analisis microscépico demuestra la presencia de células pequenas
agrupadas formando nidos o estructuras papilares en una matriz extracelular
con presencia de mucina. Esta apariencia debe presentarse en al menos el
90% del tumor para ser considerado como un tumor mucinoso. (The World

Health Organization 1982, Ellis et al.2003, Schnitt et al. 2004, Ries et al. 2007)
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3.5.- Carcinoma medular.

El carcinoma medular representa menos del 5-7% de todos los tumores
infiltrantes de la mama.

Son tumores circunscritos, de consistencia blanda, de coloracion marronacea.
Puede presentar areas de necrosis, hemorragia o degeneracion quistica. Estos
hallazgos tienen mas probabilidad de presentarse cuanto mayor es el diametro
del tumor.

Al microscopio se describe un tumor circunscrito con un patron de crecimiento
sincitial, alteraciones nucleares , ausencia de diferenciacion glandular y un
infiltrado linfoplasmocitario. Caracteristicamente las células tienen escasa
diferenciacion (The World Health Organization 1982, Ellis et al.2003, Schnitt et
al.2004, Ries et al.2007).

3.6.- Carcinoma invasor tipo cribiforme.

Se trata de un carcinoma bien diferenciado que comparte algunas
caracteristicas morfolégicas con los carcinoma tubulares y también un
pronéstico mas favorable. Su frecuencia de presentacion oscila entre el 0,8 y el
3% de los casos, no obstante entre el 5 y el 6% de los canceres de mama
muestran al menos parcialmente un componente de carcinoma cribiforme
(formas mixtas).

Se demuestra en el analisis microscépico de estos tumores la presencia de un
patrén fenestrado de invasion del estroma. Se asocia hasta en el 20% de los
casos al carcinoma tubular, dando lugar a formas mixtas. (Ellis et al.2003, Ries

et al. 2007, Schnitt et al. 2004)
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3.7.- Carcinoma invasor tipo papilar.

Son tumores escasamente incidentes. Menos del 1-2% de los
carcinomas infiltrantes de la mama.
La lesion tumoral es circunscrita, presenta papilas y formaciones sélidas
focales de células tumorales. Caracteristicamente se distingue una proliferacion
de células epiteliales con disposicion arborescente, centradas por un eje
fibrovascular. Los nucleos de las células tumorales presentan un grado
intermedio de atipia, y el grado histolégico suele ser moderadamente
diferenciado. Es frecuente encontrar calcificaciones en las células tumores y
también es habitual su asociacion con el carcinoma ductal “in situ”. (Ellis et al.
2003, Ueng et al. 2009)
3.8.- Otros tipos histologicos de presentacion infrecuente incluyen los
siguientes: Carcinoma invasor tipo micropapilar, carcinoma metaplasico,
carcinoma invasor con diferenciacion endocrina, carcinoma adenoide quistico,
carcinoma invasor tipo apocrino, carcinoma secretor. (The World Health

Organization 1982, Ellis et al.2003, Schnitt et al. 2004)
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CLASIFICACION

4.- Clasificacion por etapas del cancer de mama. (Hermanek et al. 1997)
Hemos seguido esta version de la clasificacion TNM debido a que la mayor
parte de las pacientes de nuestra muestra se clasificaron siguiendo los criterios
expuestos en ella. La actualizacion de la clasificacion TNM tuvo lugar en
2002-2003. (Greene et al. 2002)
La siguiente clasificacion solo se aplica a los carcinomas. Debe existir
confirmacion histolégica de la enfermedad. En el caso de que existan tumores
multiples simultdaneos en una mama, se debe utilizar el tumor con la mayor
categoria T. Los tumores de mama bilaterales y simultaneos deben clasificarse
de forma independiente, para permitir la clasificacion de los casos por tipo
histologico.
En lo que respecta a los ganglios linfaticos regionales, se distinguen:
a.- Axilares (homolaterales): ganglios interpectorales (Rotter) y ganglios de la
vena axilar y sus tributarias que pueden dividirse en los siguientes niveles:
a.1.- Nivel | (axilares inferiores): ganglios por fuera del borde externo del
musculo pectoral menor.
a.2.- Nivel Il (axilares medios): ganglios localizados entre los bordes
interno y externo del musculo pectoral menor y los ganglios
interpectorales (Rotter).
a.3.- Nivel Il (axilares superiores): ganglios por dentro del borde interno
del musculo pectoral menor, incluidos los ganglios denominados
subclaviculares, infraclaviculares o apicales.
Los ganglios linfaticos intramamarios se clasifican como ganglios

axilares.
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b.- Mamarios internos (homolaterales): ganglios localizados en los espacios
intercostales a lo largo del borde del esternén en la fascia endotoracica.
Cualquier metastasis en ganglios linfaticos diferentes a estos se clasifican
como metastasis a distancia (M1), incluidos los ganglios supraclaviculares,
cervicales o mamarios internos contralaterales.

4.1 Clasificacién clinica TN.

4.1.1.- Clasificacién T. Tumor primario.

Tx: No se puede evaluar el tumor primario.

TO: No existen signos de tumor primario.

Tis: Carcinoma in situ: carcinoma intraductal, o carcinoma lobular in situ, o
enfermedad de Paget del pezén sin tumor.

La enfermedad de Paget asociada a un tumor se clasifica en funcion del
tamano del tumor.

T1: Tumor de didmetro maximo menor o igual a 2 cm.

T1mic Microinvasién de 0,1 cm o menos de dimension maxima.

La microinvasion es la extension de las células cancerosas mas alla de la
membrana basal en los tejidos adyacentes, sin que ningun foco tenga mas de
de 0,1 cm de dimension maxima. Cuando hay multiples focos de microinvasion,
para clasificarla so6lo se utiliza la medida del foco de mayor tamafo. (No se
suman las dimensiones de todos los focos individuales) La presencia de
multiples focos de microinvasion se debe anotar, al igual que cuando estan
presentes con carcinomas invasivos multiples de mayor tamafno.

T1a: Diametro maximo mayor de 0,1 cm, pero menor o igual a 0,5 cm.

T1b: Diametro maximo mayor a 0,5 cm pero menor o igual 1 cm.

T1c: Diametro maximo mayor de 1 cm pero menor o iguala 2 cm.

19



CLASIFICACION

T2: Tumor de diametro maximo mayor de 2 cm, pero menor o igual a 5 cm.

T3: Tumor de diametro maximo mayor de 5 cm.

T4: Tumor de cualquier tamafio con extension directa a la pared del torax o a la
piel.

La pared toracica incluye las costillas, los musculos intercostales y el musculo
serrato mayor, pero no los musculos pectorales.

T4a: Extension a la pared toracica.

T4b: Edema (incluida piel de naranja), o ulceracion de la piel de la mama, o
presencia de ndédulos cutaneos satélites confinados a la misma mama.

T4c: 4a y 4b conjuntamente.

T4d: carcinoma inflamatorio.

El carcinoma inflamatorio de mama se caracteriza por una induracion de la piel
con un borde erisipeloide, generalmente sin ninguna masa palpable
subyacente. Si la biopsia de piel es negativa y no existe un cancer primario
localizado medible, al realizar la clasificacion anatomopatolégica de un
carcinoma inflamatorio clinico (T4d), la categoria T correspondiente es pTx.

La presencia de pequenas depresiones de la piel, la retraccién del pezén u
otros cambios cutaneos, excepto los descritos en las categorias T4b y 4d,
pueden aparecer en las categorias T1, T2 y T3 sin que se afecte la
clasificacion.

4.1.2.- Clasificacion N. Ganglios linfaticos.

Nx: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

NO: No se demuestran metastasis ganglionares regionales.

N1: Metastasis en ganglios axilares homolaterales moviles.
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N2: Metastasis en ganglios axilares homolaterales fijados a otro ganglio u otra
estructura.
N3: Metastasis en ganglios mamarios internos homolaterales.
4.2. Clasificacion anatomopatologica pTN
4.2.1.- Clasificacién pT. Tumor primario.
La clasificacion anatomopatolégica requiere la exploracion del carcinoma
primario sin tumor macroscopico en los margenes de reseccion. Un caso puede
ser clasificado como pT si s6lo existe un tumor microscopico en el margen. Las
categorias pT se corresponden con las categorias T. En la clasificacion pT, el
tamarno del tumor es una medida del componente invasivo.
4.2.2.- Clasificacién pN. Ganglios linfaticos regionales.
La clasificacion anatomopatologica requiere la reseccion y la exploracion de al
menos los ganglios linfaticos axilares (nivel 1). La reseccion incluira
habitualmente 6 o0 mas ganglios linfaticos.
pNx: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales (no extirpados
para su estudio o extirpados previamente).
pPNO: No existen metastasis en los ganglios linfaticos regionales.
pN1: Metastasis en los ganglios axilares homolaterales moviles:
pN1a.- S6lo micrometastasis (ninguna mayor de 0,2 cm).
pN1b.- Metastasis en ganglios linfaticos alguna mayor de 0,2 cm.

pN1bi.- Metastasis en uno a tres ganglios, alguno mayor de 0,2

cm y todos menores de 2 cm de diametro.

pN1bii.- Metastasis en cuatro o mas ganglios, alguno de ellos

mayor de 0,2 cm y todos menores de 2 cm de diametro maximo.
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pN1biii.- Extension del tumor que sobrepasa la capsula de una
metastasis ganglionar menor de 2 cm de diametro maximo.
pN1biv.- Metastasis en un ganglio de diametro maximo mayor o
igual a 2 cm.
pN2.- Metastasis en ganglios axilares homolaterales fijados entre si 0 a
otras estructuras.

pN3.- Metastasis en ganglios mamarios internos homolaterales.

22



FACTORES PRONOSTICOS



FACTORES PRONOSTICOS

5.- Factores prondsticos.

5.1.- Introduccion.

Como se ha senalado previamente, dos hechos han contribuido a aumentar el
interés en el estudio de factores prondsticos en cancer de mama. Por un lado
el numero creciente de opciones terapéuticas para tratar a las mujeres con
tumores localizados. Conviene sefalar que la investigacion clinica nos ha
provisto de farmacos citostaticos y combinaciones cada vez mas eficaces que
han demostrado aumentar la supervivencia en las pacientes con cancer de
mama localizado. Recientemente el grupo EBCTCG ha publicado una
actualizacion con mayor seguimiento de los metaanalisis que analizaban el
valor de la quimioterapia adyuvante en mujeres con cancer de mama precoz.
Se confirma con un seguimiento de casi 20 afos que los esquemas
quimioterapicos clasicos frente a ningun tratamiento produjeron una reduccién
absoluta del riesgo de mortalidad por cancer de mama del 6,2% a 10 afos. El
uso de antraciclinas frente a esquemas sin antraciclinas redujo de forma
absoluta el riesgo de mortalidad por cancer de mama un 2,8%. (Early Breast
Cancer Trialist Collaborative Group 2012)

Por otro lado, los programas de deteccién precoz que han incrementado el
numero de mujeres diagnosticadas de tumores incipientes, de pequefio tamafo
con una baja tasa de mortalidad. En estas situaciones la administracion de
terapias citotoxicas no aportarian beneficio en supervivencia y por el contrario
existe la posibilidad de efectos secundarios potencialmente graves. (Martin et
al. 2009)

Es importante contar con informacion prondstica certera para seleccionar el

tratamiento 6ptimo para cada paciente. De esta forma evitaremos el infra o
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sobretratamiento de las pacientes con los efectos indeseables de cada una de

estas practicas. (Pinder et al. 1995)

Entendemos por factores prondsticos en cancer de mama, aquellas
caracteristicas o factores disponibles en el momento del diagndstico o tras la
cirugia que, en ausencia de la terapia adyuvante, se asocian con recurrencia
de la enfermedad, mortalidad, o algun otro resultado clinico. (Burstein et al.
2008)

Factores predictivos son medidas asociadas con el grado de respuesta a
una terapia especifica. Por ejemplo, la demostracidon de receptores hormonales
en las células tumorales predice la respuesta a la terapia hormonal. Cualquier
factor tiene el potencial de ser a la vez prondstico y predictivo. (Burstein et al.
2008)

Tanto los factores prondsticos como los predictivos se dividen en tres

categorias:

- Factores dependientes de los pacientes. Caracteristicas de los pacientes
que son independientes de la enfermedad (como la edad).

- Factores dependientes del tumor. Caracteristicas de la enfermedad
tumoral (como el tamarfio del tumor y el tipo histoldgico).

- Biomarcadores. Son parametros medibles en los tejidos, células o
fluidos, (como el estado de receptores hormonales, estado de los
receptores de progesterona, medidas de renovacion celular) que puede
ser evaluado o medido objetivamente y es indicador de un proceso
biolégico normal o patolégico o bien una respuesta farmacolégica a
una intervencion terapéutica especifica (Oldenhuis et al. 2008, Martin

et al 2009).
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En 1998 Altman y Lyman publican una revision sobre el porqué y cémo
deben realizarse los estudios de factores prondsticos en cancer de mama que
podemos resumir de la siguiente forma, “cada investigacion realizada puede
ayudar a comprender mejor la enfermedad y ayudar en el proceso de decisiéon
terapéutica. El conocimiento de las variables prondsticas principales en cancer
de mama puede ayudar en el disefio de ensayos clinicos, clarificar diferencias
entre diferentes estudios y asistir en la individualizacion de la terapia de las
pacientes” (Altman et al. 1998).

Utilizamos el término “clasificador” para hacer referencia a cualquier
factor que permita la categorizacion prondstica de los tumores a partir de uno o
mas indicadores bioldgicos. Si existen dos categorias, como buen prondstico y
mal prondstico, el clasificador es de tipo binario. El término “indice” hace
referencia a un factor predictivo o de prondstico que ofrece un valor de orden y
continuidad a partir de uno o mas indicadores bioldgicos, es decir, nos permite
realizar un ordenamiento del riesgo. A menudo por motivos de disefio de un
ensayo clinico, o de tratamiento y seguimiento de los pacientes, se ahaden
valores de corte para convertir un indice de prondstico en un clasificador de
prondstico.

Los indices o clasificadores predictivos o de prondstico pueden basarse en
factores unicos o multiples (Simon 2009).

Un factor prondstico de utilidad en la practica habitual debe tener valor

predictivo significativo, independiente y validado en estudios rigurosos. Debe

ser reproducible, accesible, interpretable con facilidad y en consecuencia debe

tener implicaciones terapéuticas (NIH consensus conference 1991).
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En el afno 2000 promovida por el “College of American Pathologists” se
desarroll6 una conferencia de consenso que evaludé los diferentes factores
prondsticos y predictivos en cancer de mama conocidos hasta ese momento. El
grupo de expertos convocado integraba clinicos, patologos y estadisticos.
Tanto los factores prondsticos como los predictivos se estratificaron en
diferentes categorias en virtud de la robustez de la evidencia que los avalaba.
La categoria de evidencia 1 se otorg6 al tamaino tumoral, el estado ganglionar,
el grado histoldgico, el tipo histologico tumoral, el recuento de figuras de mitosis
y el estado de expresion de receptores hormonales. La categoria de evidencia
2 incluyd el estado de expresion de Her-2, la expresion de marcadores de
proliferacion, la presencia de invasion vascular y linfatica y el estado de
expresion de p53.

Factores como el analisis de la ploidia del ADN, la densidad de microvasos, el
estado de expresiéon de EGFR, TGF-a, Bcl-2 se incluyeron en la categoria de
evidencia 3. (Fitzgibbons et al. 2000)

5.2. Factores pronosticos dependientes del paciente.

5.2.1.- Edad.

La edad al diagnostico ha demostrado su valor como factor prondstico en
mujeres con cancer de mama. Las pacientes mas jovenes, menores de 35
afos, tienen peor prondstico vital que las pacientes mayores de 35 afos. Como
norma general los tumores que presentan estas pacientes jovenes tienden a
ser de mayor tamafno, de mas alto grado histoldgico, con escasa o nula
expresion de receptores hormonales. (Burstein et al. 2008, Guerra et al. 2003,

Cluze 2009)
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En 2004, un grupo de investigadores del M.D. Anderson Cancer Center
comunicaron los resultados de un trabajo retrospectivo que incluyé 452
pacientes menores de 35 afnos tratadas en este centro. El estadio tumoral en el
momento diagnédstico era II-IlIA en el 64% de las mujeres. La supervivencia
libre de recaida a 5 afios fue del 48% (IC 95% 41-54). La supervivencia global
a 5 anos fue del 77% (IC 95% 72-83) (Gonzalez-Angulo et al. 2005).

Se ha sugerido que el cancer de mama en algunas mujeres jovenes es
biolégicamente distinto al que se desarrolla en pacientes de mayor edad. La
identificacion de los genes BRCA-1 y BRCA-2 implicados en ciertas formas de
cancer de mama familiar, que inciden mas frecuentemente en mujeres jovenes,
pueden ayudar a explicar la variabilidad biolégica de la enfermedad y el
diferente comportamiento clinico en relacion a la edad (Narod et al. 2004,
Foulkes et al. 2004, Foulkes et al. 2007), aunque , como hemos sefialado
previamente, en un porcentaje pequefio de mujeres.

Kroman y colaboradores, analizaron la supervivencia de forma retrospectiva de
10356 mujeres premenopausicas, menores de 50 afios con cancer de mama.
Tomando como referencia la supervivencia de las mujeres de entre 45 y 49
anos, las mujeres con edades inferiores a 40 afos y particularmente menores a
35 anos tenian un incremento significativo del riesgo de muerte (Kroman et al.
2000).

Soerjomataram y colaboradores comunicaron que en ausencia de tratamiento
adyuvante las pacientes menores de 35 afos tienen 2,2 veces mas riesgo de
muerte, las pacientes entre 35 y 39 afos 1,4 veces mas riesgo de muerte al

compararlas con las mujeres de edades comprendidas entre 45 y 49 anos. En
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este mismo trabajo se comunica que las pacientes ancianas presentan una
mayor tasa de mortalidad (Soerjomataram et al. 2008).

Otros autores han publicado resultados que confirman que las mujeres
jévenes, menores de 35 anos y las ancianas de 85 o mas afos son los
segmentos etarios con supervivencias relativas mas bajas (Ries et al. 2007).
Las pacientes con edades superiores a 70 afios presentan algunas caracteris-
ticas diferenciales que podrian afectar negativamente su supervivencia.
Presentan una incidencia mayor de enfermedades asociadas, incidencia mayor
de limitacién del esfuerzo diagnostico y terapéutico del cancer de mama, se
incrementa el numero de estadios desconocidos y se limitan las terapias
radicales (Yancik et al. 2001, Bouchardy et al. 2003).

5.2.2.- Factores raciales.

Aunque no es aplicable en nuestro medio, se ha comunicado que existen
diferencias en la supervivencia de las mujeres con cancer de mama en funcién
de la raza. Las mujeres afro-americanas tienen mayor incidencia de tumores de
mama con histologias mas agresivas, mayor incidencia de tumores avanzados
al diagndstico, menor frecuencia de tumores con expresion de receptores
hormonales, mayor frecuencia de tumores con alto grado histolégico, y
presentan peores cifras de supervivencia (Morris et al. 2007, Field et al. 2005).
5.3.- Factores dependientes del tumor.

5.3.1.- Estadio tumoral al diagndstico. Tamario del tumor. (T)

La extension local tumoral y la afectacidon ganglionar regional constituyen los
factores prondsticos con niveles de evidencia mas robustos en cancer de

mama.
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Sabemos desde hace mas de 40 afos gracias a los estudios promovidos por el
grupo “National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project” (NSABP) que el
tamano tumoral se relaciona de forma lineal e inversa con la supervivencia de
las mujeres con cancer de mama.
Sobre unas 2000 pacientes analizadas, se comunicaron unas tasas de
recurrencia a 60 meses del 21% en las pacientes con cancer de mama y sin
afectacion ganglionar axilar, y del 66% en las mujeres con ganglios axilares
afectos. En términos de supervivencia global se confirman las mismas
tendencias la probabilidad de supervivencia a 5 afios en pacientes sin ganglios
era del 76% (85% para pacientes con tumores menores de 2 cm, 70-80% para
pacientes con tumores mayores de 2 cm) y descendia hasta el 46% en mujeres
con ganglios axilares afectados (Fisher et al. 1969).
Tomando los datos de la encuesta Eurocare 2, Sant y colaboradores, realizaron
una regresion logistica multiple para estudiar la influencia del estadio al
diagnostico en la supervivencia relativa a 5 afios en 4478 pacientes con cancer
de mama entre los afios 1990 a 1992. La supervivencia global relativa a 5 afos
fue del 79%. Las pacientes con tumores pequefios y sin metastasis
ganglionares T1NO tuvieron una supervivencia relativa a 5 anos del 98%, 87%
para las pacientes con tumores T2-T3 NO, 76% para pacientes con tumores
con ganglios axilares afectados, 55% para pacientes con tumores T4 y con
estado ganglionar axilar desconocido (Sant et al. 2003).

Carter y colaboradores. analizan 24470 casos de pacientes con cancer
de mama sometidas a reseccidén del tumor primario y linfadenectomia axilar
homolateral. Se aislaron y estudiaron al menos 8 ganglios linfaticos. La

supervivencia a 5 afos era menor en las pacientes con tumores mayores
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(mayor diametro) y en aquellas con ganglios linfaticos metastatizados por la
neoplasia al compararlas con las pacientes con tumores de menor tamafio y sin
afectacion ganglionar axilar respectivamente. Se demuestra una relacion lineal
entre el tamafo tumoral y la presencia de metastasis ganglionares axilares
(Carter et al. 1989).

Para la cuantificacion del tamafio, se recomienda la medida del tumor en
2 dimensiones al menos. Se utilizara la mayor medida del componente
infiltrante para determinar el tamafo tumoral patoldgico (pT) (Fitzgibbons et al.
2000).
5.3.2.- Estadio tumoral al diagndstico. Afectacion de ganglios linfaticos. (N)

La presencia de afectacion tumoral en los ganglios linfaticos axilares es el
factor prondstico mas importante en las mujeres con cancer de mama, y
existen resultados que avalan la relacidon lineal inversa entre el numero de
ganglios axilares afectados por la neoplasia y la supervivencia por cancer de
mama (Fisher et al. 1983).

El grupo NSABP sobre 620 pacientes incluidas en el estudio B-04
confirma que tanto el tamafno tumoral, el numero de ganglios axilares
metastatizados por la neoplasia (0, 1-3, 4-9, 6 mas de 10) y la infiltracion
tumoral del pezén fueron factores prondsticos de supervivencia global a 15
anos (Fisher et al. 1993).

Analisis posteriores han confirmado el valor prondstico de la afectacion axilar
en términos de supervivencia cancer especifica (Carter et al. 1989, Chen et al.
2007, Michaelson et al. 2009).

Diversos autores han evaluado el valor pronostico del numero de ganglios

linfaticos axilares metastatizados por el tumor. Tai y colaboradores confirman
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en su trabajo que en el grupo de pacientes con afectacién de 1 a tres ganglios
axilares, aquellas pacientes con tres ganglios afectos tuvieron peor
supervivencia causa especifica que las pacientes con 1 6 2 ganglios afectados
(Tai et al. 2010). En una linea similar, Fisher y colaboradores y Sivridis y
colaboradores no pudieron demostrar diferencias de prondstico en las
pacientes con mas de 4 ganglios afectados al dividirlas en grupos de 4 a 7
ganglios o mas de 7 ganglios (Fisher et al. 1997, Sivridis et al. 2006)

En los ultimos 10 afos el desarrollo y perfeccionamiento de la biopsia
selectiva del ganglio centinela como método de estadificacion de la axila en
mujeres con cancer de mama nos ha enfrentado a la valoracién clinica y
pronostica de la presencia de micrometastasis ganglionares. El ganglio
centinela es por definicion, aquel que tiene mayor probabilidad de ser
metastatizado por la neoplasia que se disemina regionalmente. En la practica
habitual el ganglio centinela puede ser analizado con metodologias diferentes,
secciones multiples, técnicas inmunohistoquimicas y técnicas de diagnostico
molecular. Aunque detectadas frecuentemente la relevancia clinica de las
micrometastasis del ganglio centinela debe aclararse. La presencia de células
tumorales aisladas tiene la misma consideracion que el ganglio negativo o no
metastatizado por la neoplasia (Sahin et al. 2009).

5.3.3.- Grado histolégico.

El grado histologico nos proporciona informacion prondstica en muchos
tumores y también en cancer de mama. Las primeras publicaciones sobre la
sistematizacién y clasificacion del grado histolégico en mujeres con cancer de
mama, data de 1925 con Greenough y de 1928 con Patey y Scarff. En 1957

Bloom y Richardson publican su método de gradacion histologica. Analizaron

32



FACTORES PRONOSTICOS

1409 casos y correlacionaron sus resultados con la supervivencia a 5, 10y 15
anos (Bloom et al. 1957).

Tenemos 2 métodos principales para determinar el grado histolégico
El primero, descrito por Bloom y Richardson, se basa en la descripcion de las
caracteristicas del nucleo y su combinacion con ciertas cualidades
citoplasmaticas de las células tumorales (caracteristicas nucleares, citologicas
y arquitecturales). El segundo método, desarrollado mas recientemente por
Elston y Ellis, (Elston et al. 1991) nos ofrece criterios mas objetivos y
definiciones de las caracteristicas tumorales mas estrictas con lo que se gana
en reproducibilidad. El sistema de gradacion de Nottingham, como también es
conocido el sistema de gradacion de Elston y Ellis, es una modificacion del
sistema anterior de Scarff-Bloom y Richardson en el que el patdlogo toma en
consideracion las siguientes caracteristicas celulares del tumor.
1) Formacion de tubulos. Los tumores cuyas células formen estructuras
tubulares alrededor de un foramen central mas de un 75% se puntua con 1.
Entre 10 y 75% de las células forman estructuras tubulares se puntua con 2. Si
menos del 10% de las células tumorales forman estas estructuras se puntua
con 3.
2) Tamano y pleomorfismo nuclear. EI aumento de tamano del nucleo celular 6
bien la alteracién morfologica del mismo, etiquetada como leve, moderada o
severa se puntua con 1, 2 y 3 respectivamente.
3) Recuento de figuras de mitosis. Se realiza el recuento de células en mitosis
por cada campo de gran aumento en microscopia Optica. Se incluyen

exclusivamente en el recuento los nucleos celulares que muestren figuras
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propias de metafase, anafase o telofase. Situaciones como células apoptéticas
o hipercromasia nuclear no se consideraran para el recuento mitético.

El grado histologico resulta de la suma de estas tres cualidades de las
células. Los tumores bien diferenciados (grado 1) son aquellos que puntuan 3,4
0 5 puntos, los moderadamente diferenciados (grado 2) puntuan 6 o 7 y los
pobremente diferenciados (grado 3) son aquellos cuya puntuacion es 8 6 9.
(Elston et al. 1991)

El grado histolégico medido de esta forma es un factor prondstico en pacientes
con cancer de mama. Las pacientes con carcinoma de grado 1 tienen una
supervivencia del 85% a 10 afos comparada con el 45% de supervivencia para
las pacientes con tumores de grado 3 (Pinder et al. 1995).

El grado histolégico nos ayuda a estratificar el riesgo de las pacientes en una
misma etapa definida por pT y pN, con la uUnica excepcion del carcinoma
medular (por definicion es un tumor pobremente diferenciado), se debe emitir
gradacion histologica de todos los tumores infiltrantes de la mama. Se
recomienda el uso de la clasificacion de Nottingham. El grado puede ser
evaluado tanto en muestras quirurgicas como de biopsias con aguja siempre y
cuando se aporte tejido suficiente (Fitzgibbons et al. 2000).

El alto grado histologico confiere peor prondstico vital a las pacientes y es
independiente del tamafio tumoral y del estado ganglionar axilar (Rakha et al.
2008, Kollias et al. 1997).

5.3.4.- Tipo histolégico.

Como normal general la histologia tubular, cribiforme y mucinosa otorgan mejor

prondstico vital que la histologia lobulillar o ductal que son las mas frecuentes.
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La supervivencia se ha relacionado con los diferentes tipos histolégicos del
cancer de mama segun se detalla a continuacion (Olier Garate et al. 2009).
1.- Supervivencia global a 10 afos superior al 80%:
Carcinoma tubular puro, carcinoma cribiforme, carcinoma mucinoso,
carcinoma tubulolobulillar, carcinoma adenoide-quistico.
2.- Supervivencia global a 10 afios entre el 60-80% de los casos:

Carcinoma tubular mixto, carcinoma lobulillar clasico
3.- Supervivencia global a 10 afos entre el 50-60% de los casos:

Carcinoma medular, carcinoma lobulillar variante.

4.- Supervivencia global a 10 afios inferior al 50%:
Carcinoma ductal infiltrante, carcinoma lobulillar pleomérfico, carcinoma
micropapilar infiltrante.
5.3.5.- Recuento de figuras de mitosis. Indice mitético.
Forma parte de la clasificacidn combinada de Nottingham como acabamos de
definir al exponer el grado histologico. El recuento se hara en 10 campos de
gran aumento consecutivos, en la parte tumoral mas proliferativa (Fitzgibbons
et al. 2000).
Dentro del sistema de gradacion de Nottingham la medida del indice mitético
ha mostrado mayor valor prondstico que la medida del grado nuclear (Frkovic-
Grazio et al. 2002 , Meyer et al. 2005) .

Louwman y colaboradores realizaron un estudio retrospectivo en 468
mujeres con cancer de mama sin afectacién ganglionar al diagndstico para
evaluar el valor pronéstico de la determinacion del indice de actividad mitética.
Con un seguimiento de mas de 20 ainos, los autores concluyeron que existia

diferencia en términos de supervivencia en funcién del indice de actividad
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mitdtica registrado en el tumor. El indice de actividad mitética prondstica
supervivencia a largo plazo y puede ayudar a elegir pacientes que deberian
recibir tratamiento adyuvante tras el tratamiento locorregional (Louwman et al.
2006).

5.3.6.- Invasidn linfatica y vascular.

La invasion linfatica y vascular (ILV) describe la invasion por parte de células
tumorales de los vasos linfaticos y capilares o ambos en el area peritumoral. La
ILV peritumoral tiene un significado prondstico y se correlaciona con el riesgo
de recaida y la supervivencia en mujeres con cancer de mama (Rosen et al.
1989).

La ILV se comunica en aproximadamente el 15% de los carcinomas ductales
infiltrantes y en casi el 10% de los tumores sin afectacidn ganglionar (Hoda et
al 2006).

Una de las dificultades mas importantes a la hora de determinar la ILV
peritumoral es la generada por la retraccion tisular. Esta puede ser obviada
mediante un procesado 6ptimo de las muestras. Se recomienda la visualizacion
clara de células tumorales rodeadas de un anillo de células endoteliales para
establecer el diagndstico de ILV. La tincion inmunohistoquimica con
marcadores endoteliales (CD31) puede ayudar a confirmar ILV (Martin et al.
2009).

Los criterios diagnodsticos de la ILV (Lester et al 2009) incluyen:

- La ILV debe diagnosticarse fuera del seno del carcinoma infiltrante. El area
donde mas frecuentemente se encuentra ILV incluye 0,1 cm del margen del
carcinoma.

- Los émbolos tumorales no se adaptan exactamente al contorno del espacio
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linfo-vascular en que se encuentran. Por contra, el carcinoma infiltrante con
artefacto de retraccién que simula ILV reproducira exactamente el contorno
del espacio linfo-vascular.

- Los nucleos de las células endoteliales deben observarse en la linea que
limita el espacio vascular. Los linfaticos se encuentran en la proximidad de los
vasos sanguineos (Lester et al. 2009).

En los pacientes sin afectacién ganglionar axilar, ILV es un predictor de mal
prondstico, se asocia a recurrencia precoz y metastasis a distancia (Mirza et al.
2002).

5.4.- Biomarcadores.

Como habiamos definido previamente, un biomarcador, es un parametro que
se mide en los tejidos, células o fluidos, y que puede ser evaluado
objetivamente. Es indicador de un proceso biolégico normal o patologico, o
bien de una respuesta farmacolégica a una intervencién terapéutica especifica.
Podemos distinguir asi, entre biomarcadores prondsticos y predictivos. Los
biomarcadores prondsticos son aquellos que nos dan informacion sobre una
consecuencia global (recaida, muerte, supervivencia...) del cancer en ausencia
de tratamiento. Un biomarcador predictivo nos da informacion sobre el efecto
de una intervencion terapéutica en un paciente (Oldenhuis et al. 2008).

5.4.1.- Estado de expresiéon de receptores hormonales.

Las hormonas esteroideas, en particular los estrogenos y la progesterona,
tienen un papel importante en el desarrollo y crecimiento de la glandula
mamaria. Los estrogenos y la progesterona se reconocen como factores de
crecimiento en un porcentaje elevado de canceres de mama (Badve et al.

2009).
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Actualmente conocemos dos isoformas del receptor de estrégeno. El

receptor de estrégeno o, es un receptor nuclear, diana terapéutica de los

moduladores selectivos del receptor de estrégeno (SERMS) y de los
reguladores negativos del receptor de estrogeno (ERD). El descubrimiento de

la isoforma B del receptor de estrégeno ha llevado a revisar el conocimiento

anterior sobre el receptor nuclear de estrogenos. (Rosa et al. 2008)

Al igual que la isoforma «, la isoforma B es un factor de transcripcién nuclear

inducido por ligando que modula la expresion de genes diana. Las 2 isoformas
tienen un dominio de fijacion de hormonas con una homologia del 50%. Por
contra, el dominio de activacion hormono-independiente muestra una pérdida
de homologia en la secuencia lo que sugeriria que ambas realizarian funciones

distintas en la célula. La afinidad de la isoforma B por el ligando (estrégeno) es

similar a la de su homdloga. Pero unida a un antiestrégeno, la isoforma b,
puede activar la transcripcion génica a través de una via no clasica de
activacion, a través de la fijacion de la proteina 1 activadora de factor de
transcripcion. Se ha postulado que esta via no clasica se implicaria en la
progresion del cancer de mama y en el desarrollo de resistencia a terapia
antiestrogénica (Rosa et al. 2008).
El estado de expresion de los receptores de estrégenos y progesterona ha sido
ampliamente estudiado como factor prondstico y predictivo de respuesta al
tratamiento hormonal en cancer de mama.

El cancer de mama es un tumor hormonodependiente, sobre todo en la
mujer postmenopausica, ya que la incidencia de tumores con expresion de

receptores hormonales es alta y mayor entre estas mujeres que en las
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premenopausicas. Los tumores de bajo grado o bien diferenciados suelen
expresar receptores hormonales, mientras que en los de alto grado estos
receptores son, por lo general, negativos (Simpson et al. 2005).

Este hecho se relaciona con la supervivencia, pues se ha comprobado que
esta es mayor, de forma global y tras recurrencia tumoral, en el grupo de
mujeres con receptores estrogénicos positivos (Anderson et al. 2001).

En el protocolo NSABP B-06 que comparaba en términos de
supervivencia diversos tratamientos locales (mastectomia radical frente a
tumorectomia frente a tumorectomia mas radioterapia) se comunican
resultados de supervivencia en funcion del estado de expresién de receptores
hormonales en el tumor. La supervivencia libre de enfermedad a 5 afios fue del
66% para el grupo con ausencia de expresion de receptores de estrogeno y del
74% para el grupo con expresion de receptores de estrogenos. La
supervivencia global a 5 afos fue del 82% y del 92% respectivamente. A pesar
de que la diferencia alcanzo la significacion estadistica, para los investigadores
la relevancia clinica (prondstica) es escasa (Fisher et al. 1988).

La expresidén de receptores de estrégenos representa un excelente factor
predictivo de respuesta al tratamiento. Su presencia permite discriminar
aquellas pacientes que se pueden beneficiar del tratamiento hormonal, del
mismo modo que la negatividad de uno de ellos (progesterona o estrégenos),
se asocia a una probabilidad reducida de respuesta a la hormonoterapia
(Schnitt et al. 2006).

El grupo cooperativo EBCTCG (Early Breast Cancer Trialist’'s Collaborative
Group) realizé una revision sistematica y posterior metaanalisis para analizar la

eficacia en términos de recurrencias y mortalidad a 5 afos de la terapia
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hormonal frente a placebo. Analizaron los datos relativos a 37000 mujeres y las

conclusiones principales del trabajo fueron:

Las mujeres con tumores que no expresaban receptores estrogénicos no
se benefician del tratamiento hormonal.
- Se comunica un descenso del 47% del riesgo de sufrir cancer de mama
contralateral.
- En mujeres con receptores de estrégenos positivos, se produjeron un 47%
de recurrencias o muertes en el grupo tratado con placebo frente al
26% en el grupo tratado con Tamoxifeno.
- La reduccion absoluta del riesgo de recurrencia y muerte en mujeres con
ganglios negativos fue del 5,6%.
- La reduccion absoluta del riesgo de recurrencia y muerte en mujeres con
ganglios positivos fue del 10,9%.
Los datos de este metaanalisis han sido actualizados posteriormente, en dos
ocasiones, confirmandose con un seguimiento de 15 afos los datos
comunicados inicialmente (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group
1998, Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group 2005, Early Breast
Cancer Trialists' Collaborative Group 2012).
Fisher y cols comunicaron en 2004, los resultados a largo plazo, mas de
10 anos de seguimiento de dos ensayo clinicos del grupo NSABP. En el
protocolo B-14 se comparaba en términos de supervivencia la utilizacion de
Tamoxifeno frente a placebo en el tratamiento adyuvante de mujeres con
cancer de mama, ganglios negativos y receptores hormonales positivos. Se
incluyeron 2892 pacientes. Con un seguimiento de 15 afios, la supervivencia

libre de enfermedad fue del 65% para el grupo que recibié placebo frente al
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78% para el grupo que recibié Tamoxifeno (p < 0,05). La supervivencia global
fue del 65% y del 71% respectivamente. El beneficio tanto en supervivencia
libre de enfermedad como en supervivencia global fue independiente del
estado de otros factores como la edad, estado climatérico, y cantidad de
receptor de estrogenos. En el protocolo B-20, se incluyeron 2363 pacientes con
cancer de mama localizado con caracteristicas similares al anterior. Se
comparaba en términos de supervivencia la administracion de Tamoxifeno
frente a quimioterapia (tipo CMF x 6 ciclos) y Tamoxifeno. Con un seguimiento
de 12 anos, la supervivencia libre de enfermedad fue del 79% para el grupo
que recibié Tamoxifeno y del 89% para el grupo que recibié quimioterapia y
tamoxifeno (p< 0,05). La supervivencia global fue del 83% frente al 87%
respectivamente (p=0,06) (Fisher et al. 2004).

Con respecto a la expresion de los receptores de progesterona, se
postula que el gen del receptor de progesterona esta regulado por la actividad
de los estrégenos y de su receptor. Asi la expresion del receptor de
progesterona se considera que indica el funcionamiento de la via del receptor
de estrégenos y ayudaria a predecir la respuesta a la terapia hormonal de
forma mas certera.

El receptor de progesterona puede ser detectado en casos en los que no se
detecta expresion de receptores de estrogenos, este hallazgo se considera
anomalo y se piensa que puede ser debido a un falso negativo en la
determinacién del receptor estrogénico, bien por la presencia de una nivel muy
bajo de receptores de estrégenos o por la presencia de una variante del

receptor de estrogenos no reconocida por el anticuerpo utilizado pero capaz de
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estimular la expresion del receptor de progesterona (Schnitt et al. 2006, Payne
et al. 2008, Sherman et al. 2007).

Dunnwald y cols llevaron a cabo un trabajo de investigacion retrospectivo
sobre 155175 mujeres con cancer de mama. Su objetivo era evaluar la
modificacion en el riesgo de muerte causa especifica segun el estado de
expresion de receptores de estrogeno y progesterona en diferentes grupos de
pacientes (estratificados por caracteristicas demograficas y clinicas). Se
utilizaron 11 registros documentales del “Surveillance, Epidemiology, and End
Results program “(SEER). Se incluyeron mujeres diagnosticadas entre 1990 a
2001, con cancer de mama infiltrante. Se analizaron segun el modelo de
riesgos proporcionales de Cox las relaciones entre la mortalidad por cancer de
mama y las diversas co-variables consideradas. Tomada como referencia la
expresion de receptores de estrégenos (ER+) y de progesterona (PR+), se
observaron aumentos del riesgo de muerte en todos los estratos etarios, de 1,2
a 1,5 veces mas riesgo para ER+/PR-, de 1,5 a 2,1 veces mas en tumores ER-/
PR+ y de 2,1 a 2,5 veces mas en tumores ER-/PR-. Las diferencias mayores se
encontraron al estratificar por grado histolégico. Las mujeres con tumores de
bajo grado y ER-/PR- tenian de 2,6 a 3,1 veces mas riesgo de muerte que las
mujeres con tumores ER+/PR+. En el caso de mujeres con tumores de alto
grado y ER-/PR- tenian de 2,1 a 2,3 veces mas riesgo de muerte que las
mujeres con tumores de alto grado y ER+/PR+ (Dunnwald et al. 2007).

5.4.2.- Estado de expresion de Her-2.
El gen receptor—2 del factor de crecimiento epidérmico humano (Her-2) se
localiza en el brazo largo del cromosoma 17 (17q). El gen Her-2 es un proto-

oncogén que codifica una glicoproteina transmembrana de 185 kD,
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denominada p185 Her-2 con actividad tirosina-kinasa. Forma parte de una
familia compuesta por cuatro receptores del factor de crecimiento

estrechamente relacionados, que se denominan Her-1, Her-2, Her-3 y Her-4.

Los receptores Her tienen tres dominios. Un dominio extracelular de union al
ligando, un dominio transmembrana y un dominio tirosina-kinasa intracelular.
Estos receptores estan implicados en la comunicacion, interaccion celular 6

bien célula-estroma. (Mendelsohn et al. 2003)

Una senal extracelular (ligando), da lugar a una respuesta celular en forma de
transcripcion génica, a través de una serie de sefiales intermedias que afectan

a las vias de RAS/MAP kinasas, PI3K/Akt, JAK kinasa, PLC-y, que finalmente

conducen a proliferacion celular o supervivencia o motilidad o adhesién celular.

La activacion del receptor requiere la presencia de una ligando, un receptor y
un proceso de dimerizacion del receptor. La formacion de dimeros puede ser
con receptores similares (homodimerizacion) o bien con diferentes receptores
dentro de su misma familia (heterodimerizacion). La dimerizacién conduce a la
fosforilacién de los residuos tirosina del dominio intracelular del receptor y la
transmision de la sefal a través de un proceso enzimatico (Mendelsohn et al.

2003).

Se ha demostrado que aproximadamente entre el 20—30% de las pacientes con
cancer de mama son HER2-positivo, y que la concordancia entre la
amplificacion del gen y la sobreexpresion del receptor en el cancer de mama es
elevada, aproximadamente del 92%. Se ha confirmado ademas que la

presencia de sobreexpresion proteica en ausencia de amplificacion génica es
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excepcional (3%) (Houston et al. 1999, Gullick et al. 1991, Pauletti et al. 1996).

La determinaciéon de la amplificacion génica mediante hibridacién in situ
fluorescente (FISH) es mas sensible que la determinacion inmunohistoquimica
(IHQ) de la proteina Her-2. La amplificacion determinada mediante FISH es una
técnica mas robusta en la prediccion prondstica que la sobreexpresion

determinada mediante inmunohistoquimica (Pauletti et al. 2000).

Otros investigadores han corroborado que existe una gran concordancia y una
buena correlacion entre la determinacion del estado de amplificacion de Her-2
determinado por FISH y el estado de expresién de la proteina Her-2 medido
por inmunohistoquimica (IHQ), superior al 90% en esta serie (Jacobs et al.

1999).

Di Giovanna y cols analizaron 807 pacientes con cancer de mama. Estudiaron
si existe una relacion entre la supervivencia y la sobreexpresion de EGFR,
Her-2 y Her-2 fosforilado. El 38% de la pacientes sobreexpresaban Her-2 y de
estas 1/3 sobreexpresaban ademas EGFR. Se demostrd correlacion entre
Her-2 fosforilado y Her-2, aunque la correlacion de el receptor fosforilado fue
mas consistente con EGFR. La expresion de Her-2 fosforilado se correlaciond
con pacientes jovenes, tumores de mayor tamafio, alto grado histoldgico,
ausencia de expresion de receptores hormonales, altos indices de proliferaciéon

y de apoptosis (Di Giovanna et al. 2005).

Otros autores han comparado la determinaciéon de la amplificacion génica o la
sobreexpresion proteica mediante técnicas basadas en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y los métodos de determinacion habitual FISH e

inmunohistoquimica respectivamente. Sobre una cohorte de 466 pacientes con
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cancer de mama, se demostr6 una concordancia del 97,3% entre la
determinacién inmunohistoquimica y la basada en PCR (Lehmann-Che et al.

2011).

Estudios retrospectivos, han sugerido que los tumores que sobreexpresan
Her-2 puede ser menos sensibles al tratamiento con tamoxifeno. Esta
resistencia se ha explicado por la existencia de vias de sefalizacion cruzadas
entre el receptor de estrégenos y Her-2 y a la presencia de bajos niveles de
expresion del receptor de estrogenos cuando Her-2 esta sobreexpresado o
amplificado. La sobreexpresion de Her-2 se asocié con una menor
supervivencia libre de enfermedad en el analisis multivariante (Ponzone et al.

2006).

Respecto al valor prondstico de Her-2 en mujeres con cancer de mama
localizado, Hartmann y cols publicaron en 1999 un estudio que correlacionaba
el estado de expresion de Her-2 con la supervivencia en una cohorte de
pacientes con cancer de mama y ganglios axilares positivos. Analizaron 354
pacientes con cancer de mama y afectacion axilar que habian recibido
tratamiento adyuvante sistémico estandarizado. La determinacion del estado
de expresion de Her-2 se realizd6 mediante inmunohistoquimica. Se demostré
expresion moderada o intensa en el 22% de las mujeres de la muestra. La
mediana de supervivencia libre de enfermedad fue de 2,9 afos para los
mujeres con expresion intensa de Her-2 comparada con los 7,1 afios para el
resto de las pacientes (p=0,01). La mediana de supervivencia global fue de 5
afnos para las pacientes con expresion intensa de Her-2 frente a los 12 afos

para el resto de las pacientes (p=0,03). Se confirmd la existencia de correlacion
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entre el grado de afectaciéon ganglionar, alto grado nuclear y ausencia de
expresion del receptor de estrogenos y la probabilidad de tincion intensa de
Her-2. En el analisis multivariante, la sobreexpresion de Her-2 no fue factor
pronostico independiente de supervivencia libre de progresion, ni de

supervivencia global (Hartmann et al. 1994).

Otra serie retrospectiva con aproximadamente 2000 pacientes, fue comunicada
por Ménard y colaboradores. En mujeres con cancer de mama localizado las
mujeres con ganglios positivos, las que sobreexpresaron Her-2 tuvieron peor
pronostico vital que las pacientes cuyos tumores no sobreexpresaron Her-2
(p<0,05). Esta diferencia en supervivencia no se mantuvo en las mujeres con

cancer de mama y ganglios negativos (Ménard et al. 2002).

En mujeres con cancer de mama y sin afectacién ganglionar axilar, algunos
autores han demostrado que la amplificacion de Her-2 confiere peor prondstico
vital a las pacientes y una mayor probabilidad de recurrencia. El grupo de Press
y colaboradores demostraron que la sobreexpresion de Her-2 determinada
mediante inmunohistoquimica es un indicador prondstico independiente de

recurrencia (Press et al. 1993).

Andrulis y colaboradores analizaron 580 pacientes con cancer de mama y
ganglios axilares negativos. Se determiné que el 20% de la muestra tenia
amplificado el gen Her-2. Estas pacientes tenian un riesgo de recurrencia 2
veces mayor que las mujeres cuyos tumores no tenian amplificado el gen

(p<0,01) (Andrulis et al. 1998).

Ross y colaboradores analizaron los resultados de 47 estudios realizados en

mas de 15,000 pacientes con cancer de mama. Encontraron que el estado
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Her-2 es un factor prondstico independiente en el 60% de estos estudios y en

el 67% de los pacientes (Ross et al. 1998).

Posteriormente, en el afo 2003, se afaden mas estudios y actualizan el
analisis. Incluyen 81 estudios que agruparon 27161 pacientes. Se demuestra
que la amplificacion del gen Her-2 o la sobreexpresion de la proteina Her-2 son
factores prondsticos, tanto en el analisis univariante como en el multivariante,
en 73 estudios (90% de los trabajos incluidos) con 25166 pacientes. 13
estudios (16%) confirman en el analisis univariante la relacion que existe entre
la sobreexpresién de Her-2 o la amplificaciéon y la supervivencia, pero no se
mantiene el poder predictor en el analisis multivariante. En 8 estudios (10%) no
se encuentra correlacion entre el estado de expresion de Her-2 y la

supervivencia.

Los autores concluyen que la sobreexpresion de Her-2 es un factor prondstico
negativo en cancer de mama. Se ha correlacionado con tumores de alto grado,
con la presencia de un extenso componente in situ asociado, con tumores
aneuploides, con tumores con alta tasa de proliferacion, con tumores con
ausencia de expresion de receptores de estrogenos, con tumores con p53

mutado (Ross et al. 2003).

Analisis poblacionales y estudios retrospectivos han evaluado el valor
predictivo de la determinacion de Her-2 en mujeres con cancer de mama. Se
ha confirmado que la quimioterapia adyuvante basada en antraciclinas produjo
mas beneficio en pacientes con tumores que sobreexpresaban Her-2 que en
las pacientes cuyos tumores fueron Her-2 negativo. Aproximadamente la mitad

de las pacientes que sobreexpresan Her-2 expresan también receptores de
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estrégenos. Se ha comunicado que los niveles de expresién de receptores
hormonales en estas pacientes son inferiores a los niveles expresados en las
pacientes con Her-2 negativo. Esta es una de las peculiaridades invocadas
para explicar la relativa resistencia de los tumores Her-2 positivo y RE positivo

al tamoxifeno (Burstein et al. 2005).

La sobreexpresion de Her-2 constituye un factor predictivo de respuesta
al tratamiento con trastuzumab (anticuerpo humanizado dirigido contra el
receptor de factor de crecimiento epidérmico tipo 2). Baselga y colaboradores
demostraron que la administracion semanal de trastuzumab a mujeres con
cancer de mama metastasico previamente tratado produjo un 11,6% de
respuestas con 37% de pacientes con enfermedad estable (Baselga et al.

1999).

Otros autores demostraron que la combinacion de trastuzumab con
quimioterapia convencional en mujeres con cancer de mama metastasico con
sobreexpresién de Her-2 mejoraba la actividad antitumoral, la supervivencia
libre de enfermedad y la supervivencia global frente a quimioterapia

convencional (Slamon et al. 2001).

Avalados por los resultados en enfermedad metastasica, se desarrollaron
diferentes estudios de adyuvancia, y en mujeres con cancer de mama no
metastasico, con sobreexpresion de Her-2 la combinacion de trastuzumab y
quimioterapia redujo el riesgo de recaida en un 50% y aumento la
supervivencia global frente a quimioterapia (Piccart-Gebhart et al. 2005,
Romond et al. 2005) .

5.4.3.- Expresion de uPA/PAI1 (activador tisular del plasminégeno tipo
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uroquinasa/ inhibidor tipo 1 del activador).

Ambas proteinas son serin-proteasas y tienen un papel fundamental en la
secuencia proteolitica de modelado y degradacion de la matriz extracelular. La
union de uPA con su receptor promueve la conversion del plasmindégeno en
plasmina. La plasmina es otra serina proteasa de amplio espectro que
desintegra varios componentes del tejido conectivo. En el caso de los tumores,
es capaz de desintegrar el estroma que rodea las células tumorales. La unidad
formada de uPA y su receptor es regulada por PAl 1 que contribuye a la
internalizacién del complejo dentro de la célula para su protedlisis. Se ha
confirmado que el correcto funcionamiento del sistema compuesto por uPA, su
receptor (UPAR) y PAl 1 es necesario para una proteolisis eficiente de la matriz
extracelular, el desarrollo de la angiogénesis, para facilitar adhesién celular,
facilitar migracion celular y en el caso de los tumores facilitar la invasion tisular
y la metastatizacion. En los tumores sodlidos, incluido el cancer de mama
podemos determinar la presencia de uPA, uPAR y PAI 1 en las células
tumorales y en las células sanas peritumorales. La determinacion de uPA/PAI 1
se realiza en tejido fresco mediante técnica de enzima-inmuno-ensayo (ELISA)

(Harbeck et al. 2004).

Estudios retrospectivos demostraron que la determinacién de niveles de uPA/

PAI 1 tiene valor prondstico en mujeres con cancer de mama localizado.

Un analisis combinado que incluyé 8377 pacientes con cancer de mama
localizado confirmé el valor prondstico de la determinacion de uPA/PAI 1.
Posteriormente se disefiaron diversos estudios en los que en situacion de

adyuvancia se administraba quimioterapia a las pacientes en funcion de la
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expresion medida de uPA/PAI 1 (Look et al. 2002).

Los investigadores del ensayo “Chemo NO trial “ incluyeron mujeres con cancer
de mama sin afectacién axilar y tumores entre 1 y 5 cm de diametro. Se
determind la expresion en las muestras tumorales de uPA/PAI 1. Las mujeres
con bajos niveles de expresion no recibieron quimioterapia adyuvante, mientras
que las mujeres en los que el nivel de expresidén de las proteinas fue alto se
distribuyeron de forma aleatoria a recibir tratamiento con 6 ciclos de
poliquimioterapia tipo CMF o bien a observaciéon. Con un seguimiento de 10
afos, el informe final, confirma el valor prondstico de uPA/PAI 1 en mujeres con
cancer de mama localizado y la consistencia de esta determinacion en la toma
de decisiones sobre la administracion de quimioterapia segun la expresion de
este marcador. La supervivencia a 10 afos de las pacientes con niveles bajos
de uPA/PAI 1 fue de 88,9% frente a 77,5% de las pacientes con niveles altos de

uPA/PAI 1 (Janicke et al. 2001, Harbeck et al. 2009) .

Con un disefio similar, el estudio NNBC3 recluté 4149 pacientes con cancer de
mama y ganglios axilares negativos. Se incluyeron pacientes con tumores cuyo
diametro midiera entre 0,5 cm y 5 cm. Las pacientes cuyos tumores
expresaban bajos niveles de uPA (< 3 ng/mg de proteinas totales)/PAl 1 (< 14
ng/mg de proteinas totales) no recibieron quimioterapia adyuvante, mientras
que las pacientes con tumores que expresaron niveles altos de uPA/PAI 1
fueron distribuidas aleatoriamente a recibir 6 ciclos de FEC ( ciclofosfamida,
epirrubicina, 5-fluorouracilo) o bien 3 ciclos de FEC seguidos de 3 ciclos de
docetaxel. El estudio esta aun en fase de seguimiento y no se han comunicado

resultados de eficacia. La comunicacion preliminar confirmé la reproducibilidad
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y sencillez del método de determinacion de uPA/PAI 1 en las muestras de

biopsia obtenidas para el diagndéstico (Kantelhardt et al. 2011).

5.4.4.- Otros biomarcadores prondsticos.

En este apartado analizaremos los datos publicados en la literatura que avalan

la determinacién de Ki-67, bcl-2 y p53 en muestras de cancer de mama y su
valor prondstico.

5.4.4 1.- Estado de expresion del antigeno Ki-67 (indice Ki-67).

Ki-67 es una proteina nuclear que se asocia con la proliferacion celular. Fue
descrita por investigadores de la Universidad de Kiel en torno al afio 1980. El
gen que codifica esta proteina se encuentra en el brazo largo del cromosoma
10 (10925). Esta organizado en 15 exones y 14 intrones. Se han identificado 2
isoformas de la proteina Ki-67 resultado de diferentes procesos de “splicing” del
ARN (Urruticoechea et al. 2005).

Ki-67 es una proteina no histona altamente sensible al tratamiento con
proteasas que se expresa en todas las fases del ciclo celular, excepto GO
(Gerdes et al. 1991)

Varios grupos de investigadores han demostrado que la distribucién topografica
en la célula de la proteina Ki-67 es ciclo-dependiente. En la fase G1, Ki-67 se
localiza fundamentalmente en la regidén perinucleolar. En fases mas tardias del
ciclo celular se distribuye por el nucleo celular, predominantemente localizado
en la matriz nuclear. En la fase de mitosis, Ki-67 se localiza en todos los
cromosomas y aparece en la estructura reticular que rodea los cromosomas en
metafase. La expresién del antigeno desciende rapidamente durante la

anafase y la telofase.
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A diferencia de otras proteinas asociadas al ciclo celular, Ki-67 no se detecta
en procesos de reparacion del ADN (Schliter et al. 1993).

Se ha demostrado que esta regulacion espacial y temporal de Ki-67 durante el
ciclo celular se asocia con procesos de fosforilacion especificos de la mitosis.
La fosforilacion de Ki-67 podria ser suprimida por la activacién de los puntos de
control del ciclo celular “check-points”. Evidencias “ in vitro” han confirmado que
el complejo ciclina B/cdc2 son necesarias para fosforilar la proteina Ki-67. La
actividad de Ki-67 se ha relacionado con 2 eventos cruciales del ciclo celular
como son la ruptura y reorganizacidn posterior del nucleo celular durante la
mitosis (Scholzen et al. 2000, Endl et al. 2000) .

La vida media de la proteina es de 60-90 minutos. Las diferencias en la
expresion durante el ciclo no parecen deberse a un acumulo de proteina no
degradada, sino que reflejan la sintesis proteica (“‘proteina de novo”)
(Urruticoechea et al. 2005).

El anticuerpo anti Ki-67 fue introducido en la clinica por Gerdes vy
colaboradores. En los ensayos iniciales se precisaba tejido fresco no
parafinado para detectar expresion de Ki-67 debido a la menor posibilidad de
tincion causada por la fijacidon de las muestras.

Posteriormente Cattoreti y colaboradores desarrollaron MIB-1 que es un
anticuerpo monoclonal equivalente al anti-Ki-67 con la particularidad que puede
aplicarse a muestras parafinadas (Gerdes et al. 1983, Gerdes et al. 1987,
Cattoretti et al. 1992) .

Desde entonces varios anticuerpos como MIB-1, MIB-2, MIB-3, Ki-S5 y SP-6 se
han testado en muestras parafinadas tras la recuperacién antigénica.

Se ha determinado que los epitopos de los anticuerpos MIB-1, MIB-3 y anti
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Ki-67 se localizan en una misma franja de 20 aminoacidos dentro de la proteina
Ki-67. Esta secuencia aminoacidica es una parte ampliamente conservada de
la proteina. Se demostré que MIB-1 reconoce epitopos diferentes a los que son
reconocidos por el anticuerpo anti-Ki-67 original (Kubbutat et al. 1994).

En general los sistemas de medida se basan en el porcentaje de células
tumorales tenidas con el anticuerpo. El patélogo examina la seccion tefida con
un microscopio optico y una lente estandar de 40 aumentos, utilizando una
cuadricula de 10 x 10 y la puntuacion Ki-67 se define por el % de células
tumorales tenidas frente al numero de células tumorales totales. Esto supone el
recuento de al menos 1000 células tumorales con tincion nuclear en 10 campos
de gran aumento (Yerushalmi et al. 2010).

Los trabajos iniciales en cancer de mama nos confirmaron que el numero
medio de células tefidas con el anticuerpo anti Ki-67 fue del 3% en el caso de
las lesiones benignas de la mama (0,01-10%). En el caso de los carcinoma de
mama, el numero medio de células tefidas fue del 9% en los tumores de grado
1 (0,5-35%), 15% en el caso de los de grado 2 (1-58%) y del 26% (3-60%) en
el caso de los tumores de grado 3. Las diferencias de las medias observadas
fueron estadisticamente significativas p< 0,001 (Gerdes et al. 1986).

El sistema de gradacion histolégica de Nottingham combina grado nuclear,
formacion de tubulos y tasa mitética. Ambos, indice Ki-67 e indice mitotico son
marcadores de proliferacién celular. La medida del contaje de mitosis puede
modificarse por factores preanaliticos como la fijacidn; esta eventualidad puede

superarse mediante la fijacion 6ptima de la muestra.
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Diversos estudios han mostrado buena correlacion entre el grado histoldgico y
el marcador de proliferacién (Marrelli et al. 2006, Neri et al. 2007, Jalava et al.
2006, Spyratos et al. 2002).

La determinacion de la expresion de Ki-67 en las células tumorales (indice
Ki-67) podria considerarse una alternativa a la determinacion del indice mitético
del sistema de gradacion de Nottingham para la evaluacion de la fraccidon
proliferante del tumor (Trihia et al. 2003, Sasano et al. 2010).

El valor pronédstico de la expresion de Ki-67 en las células del cancer de mama
en términos de supervivencia libre de recaida y de supervivencia global ha sido
acreditado en multiples estudios y al menos 3 revisiones sistematicas y
metaanalisis posterior.

En el afio 2005, Colozza y colaboradores publican una revision sistematica de
la literatura a través de la base de datos Medline bajo las siguientes
condiciones de busqueda “ BC proliferative prognostic markers” , “ BC
proliferative predictive markers” y cada uno de los siguientes items “ thymidine
labeling index, S phase fraction/flow cytometry, Ki 67, Thymidine kinase, cyclins
E, cyclin D, cyclin inhibitors p27 and p21, and topoisomerase lla. Se
seleccionaron los trabajos escritos en inglés en revistas con doble revisidon
publicados hasta Junio de 2004 que incluyeran al menos 100 pacientes
evaluables y en los cuales el valor prondstico y el valor predictivo de cada
marcador fuese analizado mediante analisis multivariante. Con respecto a Ki-67
y su estado de expresion (indice Ki-67) se identificaron 15 estudios, que
incluyeron un total de 5137 pacientes. La determinacion de Ki-67 en todos los
estudios se realizé mediante inmunohistoquimica en muestra parafinada. Todos

los estudios realizaron analisis multivariante y en todos ellos el indice Ki-67
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mantuvo su valor prondstico independiente. Los problemas observados en este
analisis hacen referencia a la diversidad de anticuerpos utilizados para
determinar el indice Ki-67, a la ausencia de punto de corte establecido como
Optimo para definir un indice de proliferacion alto, la ausencia de un numero de
células necesarias en el recuento para determinar el indice de proliferacion y
en definitiva la ausencia de un método estandarizado y reconocido
internacionalmente para la exposicion antigénica, el procedimiento de tincioén y
el procedimiento de puntuacién en el analisis (Colozza et al. 2005).

El mismo grupo en 2007 actualiza la revisidn sistematica incluyendo estudios
que evaluaron la relacion entre la expresion de Ki-67/Mib-1 y el prondstico en
cancer de mama precoz publicados hasta el ano 2006.

Se identificaron 68 estudios entre los afios 1989 al 2006, se consideraron
incluibles para el metaanalisis 46 de ellos. Se utilizaron diferentes anticuerpos
para la determinacion del indice Ki-67. Se definieron diferentes puntos de corte
para la consideracion de alto indice Ki-67 (3,5-34%). En algunos casos el valor
fue la media o mediana de un conjunto previo de determinaciones del indice,
en otros casos fue un valor arbitrario establecido por los autores.

El presente metaanalisis confirma que la expresién “alta” de ki-67 en pacientes
con cancer de mama precoz confiere un peor prondstico en términos de
supervivencia global y libre de enfermedad, razén de riesgo de 1,95 (IC 95%
1,7-2,24) y 1,93 (IC 95% 1,74-2,14) respectivamente.

El valor pronostico independiente se mantuvo tanto en mujeres con metastasis
ganglionares axilares como en aquellas que no las presentaban (de Azambuja

et al. 2007).
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Stuart-Harris y cols realizan una revision sistematica de la literatura con el
criterio de busqueda, factores de proliferacién y su relacion con la
supervivencia en cancer de mama precoz y posterior metaanalisis de los datos
publicados. Identifican 85 estudios que incluyen 32825 pacientes con cancer de
mama precoz en las que se habia realizado determinacién de algun factor de
proliferacion celular.

Con respecto a ki-67, se identifican un total de 43 publicaciones que incluian
15790 pacientes. En términos de supervivencia global, 24 estudios realizaron
analisis multivariante. La sobreexpresion de Ki-67 resulté en peor supervivencia
en 11 de 24 estudios. La estimacion global de la razén de riesgo fue de 1.73
(1.37-2.17). Hubo evidencia significativa de heterogeneidad y sesgo de
publicacion. Tras la inclusion de estudios “perdidos” la razén de riesgo fue de
1.42 (1.14-1.77). En cuanto a la supervivencia libre de enfermedad, 22 estudios
realizaron analisis multivariante de factores prondsticos. Los tumores con un
indice Ki-67 alto tuvieron peor supervivencia libre de enfermedad en 15 de 22
estudios. La razén de riesgo estimada fue de 1,84 (IC 95% 1,62-2,1) (Stuart-
Harris et al. 2008).

Investigaciones mas recientes han corroborado el valor pronostico negativo de
la sobreexpresion de Ki-67 en términos de supervivencia cancer especifica y
supervivencia libre de metastasis. Es conveniente sefalar que indices Ki-67
altos (>15% en este estudio) fueron discriminantes de supervivencia en
pacientes con tumores con grado histolégico moderadamente diferenciado
(Aleskandarany et al. 2010).

Viale y cols comunican los resultados de un trabajo disefiado para evaluar el

valor pronéstico de la expresiéon del antigeno Ki-67 medida por
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inmunohistoquimica en pacientes con cancer de mama precoz que recibieron
tratamiento sistémico adyuvante.

Se analizaron 758 pacientes incluidas en el estudio IBSG VIIl y 1166 pacientes
de las pacientes incluidas en el estudio IBSG IX.

Los resultados del estudio indican que la expresion de Ki-67 no predice que
pacientes se benefician de afadir quimioterapia al tratamiento hormonal. No
obstante, la sobreexpresion de Ki-67 se asocidé con una peor supervivencia
libre de progresion en todos los grupos de tratamiento. La asociacion entre
supervivencia libre de progresion y el tipo de tratamiento es independiente del
valor de Ki-67.

En este estudio la determinacion de Ki-67 fue factor prondstico pero no
predictivo. La limitacion de este analisis es que incluye exclusivamente
pacientes con ganglios negativos y los resultados en él encontrados pueden
ser diferentes en otras poblaciones de pacientes (Viale et al. 2008).

El analisis de factores prondsticos de las pacientes incluidas en el estudio
BCIRG 001 indican que la sobreexpresion de Ki-67 > 30% podria ser predictor
de beneficio para el tratamiento con taxanos (Dumontet et al. 2010).

Los estudios comunicados de Ki-67 utilizan diferentes medios de cuantificacion
de la expresion de Ki-67, lo que hace dificil la comparacion de los resultados.
Un andlisis certero y util de Ki-67 dependera de la robustez, reproducibilidad y
métodos de puntuacion validos confirmados en grandes estudios. Los datos de
los estudios sugieren que niveles de expresion superiores a 10-14% definen
un grupo de pacientes de alto riesgo en términos de prondstico. El consenso de
Sant Gallen 2009 ha recomendado el uso de marcadores de proliferacion como

Ki-67 para seleccionar el tratamiento optimo en cancer de mama precoz
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(Spyratos et al.2002, Marrelli et al.2006, Cheang et al.2009, Yerushalmi et al.
2010).
5.4.4.2. Estado de expresion de la proteina bcl-2.

En 1972 Kerr y cols describieron que las células muertas de forma
programada, con independencia del tejido 6 ambiente celular en el que se

desarrollan, siguen un patron reproducible al cual denominaron apoptosis.

En la década de 1980 Horvitz y cols identificaron genes especificos de muerte
(“cell death genes” ced) que controlaban la muerte celular programada en el
nematodo C. elegans. La identificacion de los genes en el nematodo permitié la

rapida identificacion de sus homdélogos en mamiferos. (Cory S et al 2003)

Las investigaciones realizadas en la década de 1990 permitieron la
identificacion de diferentes familias de proteinas que controlan la muerte celular
en mamiferos: receptores extracelulares, ligandos, caspasas, citocromo C,

Apaf-1, proteinas de la familia bcl-2. (Mirkes 2002)

Se han identificado 2 circuitos principales de apoptosis, el mediado por
receptor (o via extrinseca) y la via mitocondrial (o via intrinseca). (Patel et al.

2009)

La via mitocondrial de la apoptosis puede ser activada por una amplia serie de
estimulos. La activacion supone la liberacion del citocromo C desde la
mitocondria al citoplasma. EIl citocromo C entonces facilita la activaciéon de la
caspasa 9 y de la caspasa 3. La activacién de estas caspasas resulta en la
ruptura de una amplia variedad de proteinas celulares que permiten la

desmantelacién ordenada de la célula afecta (Mirkes 2002, Adams JM et al
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2007, Patel et al. 2009).

El ciclo vital de los tejidos es un balance entre la proliferaciéon celular y la
muerte celular. La apoptosis es el mecanismo mas importante de muerte
celular y su inhibicion puede aumentar la supervivencia celular y facilitar el

desarrollo de una neoplasia (Hockenbery et al. 1990).

El gen bcl-2 se localiza en el brazo largo del cromosoma 18. La traslocacion
14;18 constituye la traslocacion mas frecuente en neoplasias linfoides. Se
puede encontrar en el 85% de los linfomas foliculares y en el 20% de los
linfomas difusos de células B. La consecuencia molecular de la traslocacion, es
el movimiento del gen bcl-2 y su colocacion en la  misma orientacién
transcripcional que el gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas. La
proteina codificada por el gen bcl-2 tiene homologia con la proteina codificada
por Ced-9 del nematodo C. elegans. Se localiza en la membrana interna
mitocondrial, el reticulo endoplasmico, la membrana nuclear y el citoplasma.
(Korsmeyer 1999)

La proteina bcl-2 bloquea la apoptosis. Dentro de la familia de bcl-2 existen
proteinas con funciones opuestas, unas proapoptoticas y otras inhibitorias de la
apoptosis. Dentro de las primeras tenemos a Bax, bad, bak, bcl-xs. Las
segundas incluyen ademas de bcl-2, bcl-xl, mcl-1, a1. Los genes de esta familia
son los reguladores centrales de esta via de muerte celular. (Adams et al.
2007)

Todas estas proteinas exhiben dominios de homologia con bcl-2 (BH) en 4
regiones denominadas BH1,BH2, BH-3, BH4 que controlan la dimerizacion de

las proteinas y su funcion.
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Bax es una proteina de 21k-Da que exhibe 3 dominios de homologia con bcl-2,
BH1-3. Bax puede formar dimeros, con otras proteinas Bax (homodimerizacién)
o con bcl-2 (heterodimerizacion).

La sobreexpresion de Bax en las células, activa la muerte celular apoptotica.
Cuando bcl-2 se sobreexpresa, se heterodimeriza con bax y la apoptosis se
reprime. La relacibn Bax-bcl-2 determina la susceptibilidad celular a la
apoptosis. (Korsmeyer 1999, Cory et al. 2003)

Proteinas antiapoptdticas de la familia de bcl-2 incluyen BCL-XL, MCL-1, A1.
Se han identificado como proapoptéticas ademas de Bax, Bcl-XS, BAK.

Se han confirmado que los dominios de homologia con bcl-2 (BH1-BH3)
participan en la formacién de los dimeros de las diversas proteinas asi como el
regulacion de la apoptosis. BH1 y BH2 se han demostrado implicados en la
dimerizacién con Bax mientras BH3 es esencial para la funcién de las proteinas
proapoptoéticas. (Korsmeyer 1999, Cory et al. 2003)

Se han descrito una serie de proteinas proapoptoticas cuya caracteristica
fundamental es la de poseer un unico dominio BH, BH3. Pertenecen a estas
BIK, BID, BAD, BIM, HRK, BLK. (Korsmeyer 1999)

La activacion de Bax produce disfuncidn mitocondrial y apoptosis. Bax induce
la muerte celular activada por caspasas, sabemos ademas que aunque los
inhibidores de las caspasas pueden bloquear la muerte celular mediada por la
via extrinseca, no bloquean la muerte inducida por Bax. Bax se situa tanto en
el citosol como en la membrana mitocondrial. En la traslocacion de Bax a la
mitocondria se producen estimulos fisiologicos de muerte celular. Bax-bcl-2 se
consideran puntos de control del proceso de apoptosis por encima de caspasas

y disfuncion mitocondrial (Korsmeyer 1999).
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Las proteinas de la familia bcl-2 se sitian en la membrana externa de la
mitocondria formando homo ¢ heterodimero. Las formas dimerizadas
constituyen canales ionicos en la membrana mitocondrial. Las proteinas
inhibidoras de apoptosis actuan uniéndose directamente a APAF-1 o inhibiendo
la salida del citocromo C y otros contenidos mitocondriales, es decir forman
canales que permiten la homeostasis electroquimica de la mitocondria.

Las proteinas proapoptoéticas interfieren en la formacion de los canales, alteran
el potencial de membrana mitocondrial que permite la salida al citosol de
proteinas del espacio intermembranas mitocondrial que pueden activar
caspasas (Wyllie et al.1999).

Estudios en lineas celulares de cancer de mama nos han mostrado que la
exposicion de las células a estrégenos inducen un aumento de expresion de la
proteina bcl-2, lo que demuestra que los estrogenos y su receptor tienen un
papel regulador de la via de apoptosis. Los estrogenos ademas pueden
promover la resistencia a quimioterapia de células de cancer de mama
estrogeno dependiente a través de un mecanismo de regulacion de la

expresion de bcl-2 (Wang et al. 1995, Teixeira et al. 1995).

La transcripcion de bcl-2 puede ser regulada de forma negativa por p53, este

hecho contribuiria a facilitar el proceso apoptotico (Miyashita et al. 1994).

La proteina p53 nativa inhibe la funcion de bcl-2 por activacion de la expresion
de bax. La presencia de p53 mutada puede asociarse con la pérdida de bcl-2 y

un sinergismo que aumentaria la proliferacion celular (Rolland et al. 2007).

El valor pronéstico de bcl-2 en mujeres con cancer de mama, ha sido

investigado intensamente. Diversos autores han confirmado la asociacion
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directa entre el estado de expresion de receptores hormonales (RE y RP) y la
expresion de bcl-2. También se confirmado en multiples trabajos la asociacién
inversa entre la expresion de bcl-2, la expresion de p53, la expresion de Ki-67 y

el grado histoldgico (Hellemans et al. 1995, Charpin et al. 1998).

Gasparini y cols analizaron la expresion de bcl-2 en pacientes con cancer de
mama Yy ganglios axilares positivos tratadas con quimioterapia u
hormonoterapia. Incluyeron en su estudio 180 mujeres. La ausencia de
expresion de bcl-2 se asocio con una peor supervivencia libre de progresion en
la cohorte de mujeres tratadas con Tamoxifeno. En la cohorte de mujeres
tratadas con quimioterapia, la ausencia de expresion de bcl-2 se relacion6 con
peor supervivencia global pero no con peor supervivencia libre de progresion

(Gasparini et al. 1995).

En una poblacién similar, pacientes con ganglios positivos, Zhang y
colaboradores sobre una cohorte de 228 mujeres encuentran que bcl-2 fue

factor pronéstico independiente para supervivencia global (Zhang et al. 1997)

Investigadores britanicos y canadienses han estudiado el valor de bcl-2 como
factor pronéstico de supervivencia global o de supervivencia libre de progresién
en mujeres con cancer de mama. Incluyeron 930 pacientes, en las que
estudiaron 13 biomarcadores, receptores hormonales, marcadores de
proliferacion, reguladores de ciclo celular y de apoptosis, Her-2 y
citoqueratinas. Ocho marcadores (ER, PR, bcl-2, ciclina E, p53, Mib-1,
citoqueratina 5/6 y Her-2 mostraron una asociacion significativa con la
supervivencia a 10 afos en el analisis univariante. En el analisis multivariante

que incluyo estos 8 biomarcadores y el indice pronostico de Nottingham (NP1),
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unicamente el NPI, ER y bcl-2 obtuvieron la significacion estadistica. Como
demostraron otros autores hubo una fuerte asociacion entre algunos de los
biomarcadores y tamano y grado tumoral de las muestras. El aumento del
grado tumoral se correlacion6 de forma inversa con la expresion de ER, PR y

bcl-2. Se correlacion6 de forma positiva con MIB-1, mdm-2, ciclina E y p53.

Cuatro marcadores se asociaron con el aumento de tamafio tumoral y fueron:
Mib-1, mdm-2, ciclina E y p53. Los tumores mas pequefos se asociaron con
expresion de ER, bcl-2, PR y Ck 8/18. De los 13 marcadores, exclusivamente
mdm-2 y her-2 se asociaron significativamente con estado ganglionar positivo.
No se demostro asociacion entre la expresion de bcl-2 y ER (Callagy et al
2006).

Este mismo grupo realiza un meta-analisis que estudia la asociacién entre la
expresion de bcl-2 y supervivencia libre de progresiéon y supervivencia global
en cancer de mama.

Se identificaron trabajos publicados entre 1994 y 2006 e indexados en la base
de datos “PubMed”. Se incluyeron estudios que investigaran el papel de la
expresion de bcl-2 en términos pronosticos en cancer de mama y con un
tamafno muestral superior a 100 casos. Se analizaron 17 estudios que
agrupaban 5892 pacientes.

Los “kits” de determinaciéon de bcl-2 fueron de Dako (clone 124), Novacastra o
Dakopatts. La tincion citoplasmatica fue evaluada mediante un sistema
dicotdmico de puntuacion en todos los estudios con un punto de corte para
diferenciar la positividad entre 10 y 40% de células tefiidas.

Ocho estudios investigaron supervivencia libre de progresion no ajustada por

otras variables. Sobre 2285 casos el riesgo relativo fue de 0,85-3,03 con una
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estimacion del efecto global mediante el modelo de efecto aleatorio de 1,66
(1,25-2,22). El efecto de Bcl-2 en supervivencia libre de progresion ajustada
por otros factores prondsticos se comunicé en 11 estudios y el efecto global
estimado fue de 1,58 (1,24-1,94). La supervivencia global se investigd sin
ajuste por otras variables en 8 estudios 3910 casos. Los riesgos estimados en
los estudios fueron 0,99-4,31, la estimacion global fue de 1,64 (1,36-2,0). La
supervivencia global ajustada por otras variables se evalud en 9 estudios, 3624
pacientes y la estimacién global fue de 1,37 (1,19-1,58).

El metaanalisis confirma de forma consistente el valor prondstico de la
expresion de bcl-2 medida por inmunohistoquimica en cancer de mama y
muestra que este efecto es independiente del estado ganglionar, tamafo
tumoral y grado tumoral asi como de otras variables biologicas analizadas en el
estudio multivariante (Callagy et al.2008).

Recientemente y confirmando estos resultados, se ha publicado un analisis
sobre 11212 mujeres con cancer de mama precoz. Se analizaron ademas de
los factores prondsticos histoldgicos, la expresion de receptores hormonales,
her-2 y bcl-2.

La sobreexpresidon de bcl-2 se confirmd como factor prondstico independiente
de supervivencia global, con una razén de riesgo de 0,76 (IC 95 0,66-0,88). El
valor de bcl-2 se mantiene a lo largo del tiempo y no se modificé por el
tratamiento adyuvante recibido por las pacientes (Dawson et al. 2010).

5.4.4.3.- Estado de expresion de la proteina p53.

La fosfoproteina p53, producto del gen TP53, se identificé en la década de
1970. Es una proteina reguladora del ciclo celular y desempefa un papel clave

en la respuesta celular a diversas condiciones de estrés.
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Tras el estimulo de estrés, la proteina p53 se activa y detiene la progresion del
ciclo celular para facilitar la reparacion de los dafios en el DNA o si los dafos
son severos e irreparables inducir la apoptosis de la célula. La funcion de p53,
y otras proteinas de su misma familia p63 y p73, permite mantener la
estabilidad gendmica e impide el acumulo de mutaciones en células
progenitoras.

La proteina p53 es un factor de transcripcion que regula la expresion de una
multitud de genes implicados en el ciclo celular, la reparacién del DNA, el
metabolismo celular y la apoptosis. (Wesierska-Gadek et al. 2009)

En condiciones fisioldgicas, la concentracion de p53 es baja y se regula de
forma negativa por la accion de mdm2 (mouse double minute-2 o hdm2 en
humanos). La proteina mdm2 inactiva a p53 a través de dos mecanismos. De
una parte reprime su actividad transcripcional uniéndose al dominio de
transactivacion de p53, por otra reduce la concentracion celular de la proteina
facilitando su degradacion en el proteasoma. (Oren 2003)

La proteina p53 se localiza en el nucleo durante la fase G1, en el citoplasma
durante G2y S.

La proteina p53 nativa se une a elementos especificos de respuesta (p53RE)
situados en sus genes diana. Normalmente los genes dependientes de p53
contienen dos p53RE.

El hecho de que la transactivacion selectiva del promotor por parte de p53
tenga diferentes efectos en la célula y que no todas las dianas
transcripcionales respondan de la misma manera significa que existen niveles
adicionales de regulacion de la funcion de p53 (Wesierska-Gadek et al. 2009).

El gen TP53 tiene 20 kilobases de longitud, posee 11 exones y se localiza en el
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brazo corto del cromosoma 17 (17p). La proteina p53, tiene 393 aminoacidos
con un peso molecular de 53 kDa. Se reconocen 3 regiones 6 dominios, la
region amino-terminal tiene un papel primordial en la activacion de la
transcripcion. La regidon o dominio central implicada en fijacion de la proteina al
DNA. EI extremo carboxi-terminal contiene lugares especificos de
reconocimiento del dafio al DNA y lugares especificos implicados en la
oligomerizacion de la proteina. p53 actua de forma mas eficiente cuando se
dispone en tetrameros (Phillips et al. 1999).

Las mutaciones en el gen p53 se han descrito en la mayoria de los
canceres humanos, con una prevalencia entre 5-50% en funcion del tipo
tumoral. Estas mutaciones dan como resultado la pérdida de las funciones de
la proteina p53. La mayoria de las mutaciones son mutaciones erroneas
(“missense”), que producen proteinas mutadas. Estas proteinas se acumulan
en el nucleo de las células tumorales y pueden ser detectadas mediante
inmunohistoquimica.

En p53 se han descrito también mutaciones del tipo de pequefas inserciones
de bases o deleciones que produciran proteinas truncadas que no se
detectarian por inmunohistoquimica (Olivier et al. 2011, Lim et al. 2009).

Se han descrito 9 isoformas de p53 resultado de diversos procesos de

“splicing” del RNAm procedentes de los diferentes exones del gen TP53.
La determinacioén de p53 mediante inmunotincién en secciones tumorales debe
ser interpretada con cautela ya que los anticuerpos utilizados en la
determinacién puede detectar algunas de las isoformas de p53 pero no las
identifican especificamente.

Las diferentes isoformas de p53 tiene diferentes localizaciones celulares, por
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ello la inmunohistoquimica puede dar diferentes patrones de tincién para p53
en las mismas muestras tumorales (Bourdon et al. 2007).

La inmunohistoquimica, no es un buen marcador para evaluar el estado del
gen p53 debido a que produce una tasa significativa de falsos positivos
(frecuentemente por determinacién de proteina nativa) y de falsos negativos
(por la existencia de mutaciones génicas que darian lugar a proteinas
truncadas que no se tefiirian en la inmunohistoquimica).

Los estudios que han utilizado la secuencia génica para evaluar el estado del
gen p53, han obtenido los resultados mas consistentes, al menos en cancer de
mama, cancer de cabeza y cuello y leucemias. La acumulacion nuclear de p53
0 la expresion de p53 mutante se asocia con altos indices de proliferacion,
recurrencias y muertes precoces; en general seria un marcador de peor
pronéstico. Aunque en algunos estudios la sobreexpresion de p53 fue factor de
buen prondstico, en mujeres con cancer de mama operable y ganglios
negativos, la consistencia del valor prondstico de p53 es débil (Olivier et al.
2011, Ziyaie et al. 2000).

Kucera y cols evaluaron si las mutaciones de TP 53, especialmente aquellas
que afectan en el dominio L2/L3, afaden informacion prondstica en el caso de
tumores con ganglios positivos y receptores hormonales positivos. Se
analizaron 205 muestras procedentes de otras tantas pacientes. Para la
determinacién de mutaciones del gen p53, se utilizo la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa y secuenciacion directa del gen. Se comunica la
presencia de mutacion en p53 en el 20% de las muestras analizadas. De las
muestras mutadas, el 38% tenia la mutacion en los dominios L2 y L3, el resto

de los casos la mutacién ocurrié fuera de estos dominios. La mutacién de p53
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alcanzé la significacion estadistica para predecir supervivencia libre de
progresion en el analisis multivariante, no asi en la prediccion de la
supervivencia global. El analisis de localizaciéon de la mutacion no demostré
diferencias entre las mutaciones ocurridas en L2-L3 y las ocurridas fuera de
estos dominios (Kucera et al. 1999).

Otros investigadores analizaron el impacto prondstico de p53 y su relacion con
los factores prondsticos clasicos en mujeres con cancer de mama sin
metastasis ganglionares axilares. Se incluyeron 356 mujeres en el estudio. Con
un seguimiento mediano de 99 meses, p53 y Her-2 se asociaron
significativamente con tumores de alto grado, tumores de gran tamafo,
aneuplodia, ausencia de expresidon de receptores hormonales, mujeres

jévenes, aumento de la expresidn de topoisomerasa lloo y aumento de la

expresion de Ki-67. La correlacion entre p53 y c-erbB2 fue no significativa. El
analisis multivariante confirma que los factores de proliferacion, expresion de

topoisomerasa llo y Ki-67, conservan su valor pronostico independiente en

términos de supervivencia, no sucede lo mismo con p53 y c-erbB2 (Rudolph et
al. 1999).

La mayoria de los investigadores han comunicado una peor
supervivencia global y peor supervivencia libre de enfermedad en mujeres con
cancer de mama que presentaba mutaciones somaticas del gen p53. Sin
embargo, se han comunicado razones de riesgo muy diferentes entre los
estudios. El grupo de Pharoah y cols realiza una revision sistematica y posterior
metaanalisis para evaluar la asociacion entre la mutacion somatica del gen p53
y el pronédstico de las pacientes con cancer de mama. Se identificaron 16

estudios. Se utilizaron diferentes técnicas moleculares para identificar las
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mutaciones del gen p53. Once estudios que incluyeron 2319 pacientes
evaluaron la supervivencia global de las pacientes. La razén de riesgo fue 2 (IC
95% 1,7-2,5) para las pacientes con p53 mutada frente a las que no
presentaba mutacién. En el subgrupo de mujeres sin metastasis axilares (736
pacientes), la razén de riesgo fue de 1,7 (IC95% 1,2-2,3) y de 2,6 (IC 95%
1,7-3,9) para las mujeres con ganglios positivos (550 pacientes) y p53 mutado.
La supervivencia libre de progresion fue el objetivo principal en 5 estudios que
incluyeron 790 pacientes. La razén de riesgo fue de 1,5 (IC 95% 1,1-1,9). En
dos estudios realizados en mujeres con cancer de mama y sin metastasis
ganglionares axilares mostré una razon de riesgo de 1,7 (IC 95% 1,2-2,4).
Varios estudios compararon el valor predictivo de la determinacion de la
mutacion de p53 frente a la determinacion de la expresion de la proteina p53.
La mayor parte de los estudios analizados mostraron que la determinacion de
la mutacion de p53 tiene mayor valor prondstico que la determinacion de la
proteina p53.
Este metaanalisis confirma que las mutaciones somaticas de p53 en
pacientes con cancer de mama confieren un peor prondstico en términos de
supervivencia global y libre de enfermedad y que este efecto es
independiente de otros factores (Pharoah et al. 1999).
Bonnefoi et al han confirmado también que la expresion de p53 determinado
mediante técnicas moleculares tuvo valor prondstico en términos de
supervivencia global (peor supervivencia), pero no tuvo valor predictivo de
beneficio con el uso de taxanos frente a antraciclinas (Bonnefoi et al. 2011).
Como hemos indicado, la técnica inmunohistoquimica tiene menos precision

para evaluar el estado del gen p53, no obstante este hecho no ha sido obice

69



FACTORES PRONOSTICOS

para el desarrollo de un importante numero de investigaciones clinicas que
han tratado de correlacionar la expresion proteica de p53 medida por
inmunohistoquimica y la supervivencia de las mujeres con cancer de mama.
Lockwood y colaboradores evaluaron mediante inmunohistoquimica muestras
tumorales de mujeres con cancer de mama y realizaron las siguientes
determinaciones: estado de expresion del receptor de estrégenos, expresion
de la proteina p53, expresion de Ki-67. Incluyeron en su analisis 200
pacientes con cancer de mama y un seguimiento entre 4 y 7 anos. En el
analisis multivariante, la determinaciéon inmunohistoquimica de p53 no
mantuvo el valor prondstico independiente para supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global (Lockwood et al. 1999).

Resultados diferentes han sido comunicados por otros investigadores. El
trabajo realizado por Yamashita demuestra en 506 pacientes con cancer de
mama no metastasico que la sobreexpresion de p53 se asocio con el tamafio
tumoral, el grado histologico, la ausencia de expresion de receptores de
estrégenos, la sobreexpresion de Her-2 y de Ki-67.

En el analisis univariante la sobreexpresion de p53 se asocid con una
reduccion de la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global.
El analisis multivariante confirmé el valor prondstico independiente con
respecto a la supervivencia global del tamafio tumoral, el numero de ganglios
metastatizados por la neoplasia en la axila, la sobreexpresion de Her-2 y la
sobreexpresion de p53 (Yamashita et al. 2004). Resultados similares a los
expuestos han sido publicados por otros grupos (Tsutsui et al. 2003).
Recientemente se han comunicado los resultados de un analisis sobre

factores prondsticos en cancer de mama precoz en pacientes incluidas en el
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estudio 9344 del grupo cooperativo CALGB (“Cancer and Leukemia Group
B”). Se estudio el papel prondstico de la determinacién inmunohistoquimica
de la proteina p53 en las muestras patoldgicas de 1887 mujeres de las 3121
incluidas en el ensayo clinico.
Se utilizaron dos anticuerpos para la determinacién, que fueron DO7 y p1801.
El porcentaje de expresién de p53 en la poblacién analizada fue de 27% y
23% respectivamente, la concordancia entre los anticuerpos fue del 92%.
El analisis confirma que la determinacién inmunohistoquimica de la expresion
de p53 en cancer de mama con ganglios positivos se asocié con un peor
pronostico en términos de supervivencia global y libre de progresion, pero no
fue un predictor de beneficio a la escalada de dosis de doxorrubicina o a la
adicion de paclitaxel al tratamiento (Lara et al. 2011).

5.4.5.- Recomendaciones actuales sobre la determinacién de factores

pronosticos.

Diferentes sociedades cientificas y conferencias de consenso han
analizado y actualizado el conocimiento sobre factores con valor prondstico en
pacientes con cancer de mama.

La Sociedad Americana de Oncologia, ASCO, recomienda afadir al informe
patoldgico, el estado de expresion de los receptores de estrogenos, de los
receptores de progesterona y el estado de expresion de Her-2. Estos deben
medirse en el tumor primario y en caso de indicarse, en cualquier lesion
metastasica.

En lo que concierne a la determinacion de marcadores de proliferacion, no se

recomienda su estudio rutinario mediante citometria de flujo. Como factores
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pronosticos, la determinacion de Ki-67, ciclina D, ciclina E, p27, p21,

topoisomerasa llo no se recomienda de forma rutinaria.

Sobre la determinacién de p53, los datos analizados no se consideraron
suficientes para recomendar su uso clinico rutinario en cancer de mama.

La determinaciéon del activador tisular del plasminégeno (tipo urokinasa) y del
inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (UPA/PAI 1), se puede utilizar
como factor prondstico en mujeres con cancer de mama y ganglios negativos.
Debe medirse mediante ELISA en 300 mg de tejido fresco o congelado. La
determinacién mediante inmunohistoquimica pierde certeza prondstica.

No se recomienda tampoco el uso clinico habitual de la determinacién de
catepsina D (Harris et al. 2007).

La Sociedad Europea de Oncologia Médica, ESMO, recomienda aportar
informacion sobre el estado de expresion de receptores de estrogeno y de
progesterona, estado de expresion del receptor de Her-2, numero y tamafo de
los tumores extirpados, numero de ganglios axilares aislados, el numero de
ganglios metastatizados por la neoplasia y la extension de las metastasis
dentro de los ganglios, evaluacién de los margenes de reseccion, presencia de
invasion vascular 6 linfatica, marcadores de proliferacion como Ki-67 (Aebi et
al. 2010).

Los participantes en la conferencia de consenso de St Gallen 2011
recomendaron la determinacion de la expresion de receptores de estrégenos,
progesterona, receptor de Her-2 asi como la expresion de Ki-67 para definir

subtipos bioldgicos (Goldhirsch et al. 2011).
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6. Hipodtesis y Objetivos.

6.1.- Hipdtesis.

En los ultimos afos existe un interés creciente en el desarrollo de
biomarcadores en cancer de mama. Este interés viene motivado por dos
hechos fundamentales. De un lado los programas de deteccidn precoz de la
enfermedad nos han permitido identificar mujeres con tumores con mejor
prondéstico desde un punto de vista de los factores clasicos. De otro lado el
aumento de las terapias disponibles para aplicar a nuestras pacientes y el
mejor conocimiento de los efectos a medio y largo plazo de los tratamientos
adyuvantes utilizados.

Las cualidades de los biomarcadores prondsticos deben incluir: consistencia y
validez para definir pacientes de alto riesgo de recaida o muerte que se
beneficiaran de recibir un tratamiento adyuvante. Su determinacion ha de ser
sencilla, reproducible y asequible en nuestra practica habitual.

La determinacién de la expresion proteica de diferentes biomarcadores
mediante inmunohistoquimica cumple con la mayor parte de estos requisitos.
Conocemos que las células tumorales presentan una serie de caracteristicas
fenotipicas que condicionan comportamientos biolégicos diferentes y pueden
traducirse en diferentes supervivencias en nuestras pacientes.

En este trabajo de investigacion se pretende analizar si las diferencias de
expresion de tres proteinas; Ki-67 (marcador de proliferacion), Bcl-2 (regulador
de la apoptosis) y p53 (regulador del ciclo celular) analizadas mediante
inmunohistoquimica en las muestras patolégicas de mujeres con cancer de
mama localizado se relacionan con diferentes tiempos a la progresion de la

enfermedad o diferentes tiempos de supervivencia global causa especifica.
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Analizaremos ademas la relevancia de los factores prondsticos clasicos en
nuestra muestra.

6.2.- Objetivos.

1.- Analizar la expresién de Ki-67, Bcl-2 y p53 en las pacientes diagnosticadas
de cancer de mama localizado y tratadas en el Complejo Hospitalario

Universitario de Orense entre 1997 y 2004.

2.- Estudiar la asociacion entre la expresion de estos biomarcadores con
factores prondsticos clasicos (edad, tamarfio tumoral, estado ganglionar, grado
histoldgico, expresion de receptores de estrégeno y progesterona, estado de

expresion de Her-2) de las pacientes incluidas en nuestro estudio.

3.- Analizar el tiempo a la progresion y la supervivencia causa especifica

(cancer de mama) de las pacientes de nuestra muestra.

4.- Analizar la asociacion de los diferentes factores prondsticos considerados
(edad, tamafio tumoral, estado ganglionar, grado histolégico, expresién de
receptores de estrégeno y progesterona, estado de expresion de Her-2) con el
tiempo a la progresion y la supervivencia causa especifica (analisis

univariante).

5.- Analizar la asociacién de los biomarcadores Ki-67, bcl-2 y p53 con el tiempo

a la progresion y la supervivencia causa especifica (analisis univariante).

6.- Determinar el valor prondstico de los biomarcadores y los factores clasicos
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(edad, tamafio tumoral, estado ganglionar, grado histolégico, expresiéon de
receptores de estrégeno y progesterona, estado de expresion de Her-2) en
términos de tiempo a la progresion y supervivencia causa especifica en nuestra
muestra, mediante analisis multivariante. Obtener un marcador de riesgo (“risk

score”) con los datos de nuestra muestra.
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7.- Material y Métodos.
7.1.- Pacientes

Se han seleccionado las pacientes diagnosticadas de cancer de mama
en el Complejo Hospitalario Universitario de Orense entre el 1 de Enero de
1997 y el 31 de Diciembre de 2004. El seguimiento de las pacientes de este
estudio finaliz6 el dia 31 de Diciembre de 2009.
Para su inclusion en este estudio se han exigido los siguientes criterios.
7.1.1.- Criterios de inclusion.
- Pacientes con diagnostico anatomopatoldgico de cancer de mama.
- Pacientes sin metastasis al diagnostico.
- Pacientes en las que se hayan registrado y consten en historia clinica datos
relativos a: edad, clasificacién por etapas TNM (tamafio tumoral y estado
ganglionar) del cancer de mama, grado histologico, estado de expresion de
receptores hormonales, estado de expresion de Her-2.
- Pacientes que presentan datos completos para su seguimiento, fecha de
diagndstico, fecha y causa de muerte (en caso de haberse producido), fecha y
lugar de recaida (en caso de haberse producido).
7.1.2. Criterios de exclusion
- Pacientes varones.
- Pacientes con cancer de mama metastasico al diagndstico.
- Pacientes con carcinoma in situ de mama.
- Pacientes con patologia tumoral previa a excepcion de carcinoma in situ de
cérvix y carcinoma basocelular.
- Pacientes que no cumplieran los criterios de inclusion.

7.1.3.- Datos registrados.
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De las mujeres incluidas en este estudio se recogieron los siguientes datos.
A.- Demogriaficos.

1.- Numero de Historia Clinica

2.- Fecha de nacimiento

3.- Edad al diagnéstico

4.- Fecha de diagndstico histolégico

B.- Datos del Tumor.

1.- Mama afectada.

2.- Uni ¢ bilateralidad del tumor.

3.- Tamafio tumoral

4.- Afectacion ganglionar regional.

5.- Tipo histolégico.

6.- Grado tumoral.

7.- Estado de expresion receptores de estrogeno.
8.- Estado de expresion receptores de progesterona.
9.- Estado de expresion de Her-2.

10.- Estado de expresién de Ki-67.

11.- Estado de expresién Bcl-2

12.- Estado de expresion p53.

C.- Datos relacionados con el tratamiento.

1.- Tipo de cirugia realizada.

2.- Diseccion axilar 6 estudio de ganglio centinela.
3.- Radioterapia adyuvante 6 no.

4.- Quimioterapia adyuvante 6 no. En caso afirmativo farmacos administrados
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5.- Tratamiento hormonal adyuvante 6 no. En caso afirmativo farmacos
administrados.

D.- Datos de seguimiento.

1.- Estado vital.

2.- Causa de muerte.

3.- Fecha de ultimo contacto. Coincide con la fecha de la muerte o el ultimo
contacto viva.

4.- Existencia de recidiva.

5.- En caso de recidiva ,localizacion de la misma (locorregional, mama
contralateral, visceral, ganglionar, 6sea).

6.- Fecha de la recaida.

7.2.- Técnicas inmunohistoquimicas (IHQ) realizadas.

La determinacion inmunohistoquimica de biomarcadores tiene como ventajas
principales la facilidad de su aplicacién, el bajo coste y la reproducibilidad de
los resultados (ldikio et al.2009).

Las técnicas IHQ se realizaron en el servicio de Anatomia Patoldgica del
Complejo Hospitalario Universitario de Orense (CHUO).

Las muestras histologicas destinadas al analisis inmunohistoquimico se
procesaron segun el protocolo que se describe a continuacion.

Se realizé la fijacion de las mismas en una disolucién tamponada de
formaldehido al 10% (v/v) durante un tiempo minimo de 24 horas.
Posteriormente, se tallaron las piezas en fragmentos de 3 mm de grosor y se
sometieron a un procedimiento estandarizado de deshidratacion en alcoholes
de concentracion creciente (70°, 96°, 100°), el proceso finaliza con inmersion

de los fragmentos en xilol. A continuacion las muestras tisulares se introdujeron
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en un bafo de parafina liquida a 60 °C, posteriormente se dejaron secar hasta
su completa solidificacion.

- Cortes histologicos.

La seleccion de los bloques para la realizacion del marcaje
inmunohistoquimico, se realizé a partir de cortes histologicos tefidos con
hematoxilina-eosina. Los especimenes incluidos en los bloques de parafina se
cortaron con un microtomo en secciones seriadas de 3 m de grosor. Una vez
cortados, los cortes se estiraron en agua caliente y se depositaron en
portaobjetos.

- Deteccion inmunohistoquimica de los antigenos.

Primeramente se procedié al desparafinado de los cortes histologicos. Para ello
fueron introducidos en dos bafos sucesivos de xilol. Se rehidrataron a
continuacion mediante la inmersion en disoluciones de alcohol etilico de
graduacion decreciente, 100°, 96° y 70°.

Posteriormente, los cortes se lavaron con agua destilada y se incubaron en
presencia de tampén citrato 10mM (pH 6.0) en microondas durante 15 minutos,
con la finalidad de desenmascarar los epitopos reconocidos por el anticuerpo
primario. A continuacidn se dejaron enfriar y se lavaron con agua destilada.

La actividad de las enzimas peroxidasas enddgenas se inhibié incubando los
cortes en una solucion de bloqueo comercial (Peroxidasa Block, DAKO
EnVision™ + System Peroxidase DAB, DAKO Cytomation, USA) durante 20
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente y para eliminar el marcaje
inespecifico se incubaron con suero bovino durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente los cortes se lavaron en agua destilada y en tampodn

fosfato salino (PBS), previamente a proceder al marcaje inmunohistoquimico.
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- Marcaje inmunohistoquimico

Los anticuerpos primarios y secundarios empleados fueron los siguientes:
Anticuerpos primarios.

Monoclonal de ratén anti-Receptor de Estrégenos alfa, clon SP1 . DAKO.
Monoclonal de raton anti-Receptor de Progesterona, clon PgR 636. DAKO.
C-erb-B2 Oncoprotein. Herceptest. DAKO

Monoclonal de ratén anti Ki-67 humano, clon MIB-1. DAKO.

Monoclonal de ratén anti-bcl-2 oncoproteina, clon 124.DAKO.

Monoclonal de ratén anti-p53, clon DO-7. DAKO

Anticuerpo secundario.

Policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas de raton conjugado con peroxidasa,
listo para usar (Labelled polymer, HRP, anti-mouse, DAKO EnVisionTM
+System Peroxidase DAB, DAKO Cytomation, USA)

- Evaluacion del inmunomarcaje

La valoracién de la expresidn de los receptores de estrégenos y progesterona
se realizdé mediante una escala que valora la proporcion de células tefiidas y la
intensidad de la misma. Una puntuacién superior a 2 que corresponderia segun
estos criterios con al menos entre 1-10% de células débilmente tefiidas, definid
la positividad de la expresion de receptores de estrogenos (Harvey et al. 1999).
En las muestras pertenecientes al afio 1997 la determinacion se realizo fuera
de nuestro hospital, en Laboratorios Balagué de Barcelona (Espafia), mediante
la técnica de unidén al ligando expresandose los resultados en femtomoles de
proteina del receptor estrogénico por miligramo de proteina del citosol (fmol/

mgq). Se defini6 como positividad 210 femtomoles/mg.
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La valoracidn de la expresion de Her-2 se interpretdé como intensamente
positiva (puntuacién de 3+), si se confirmaba la tincidbn completa e intensa en la
membrana en mas del 10% de células tumorales (Slamon et al. 2001).

La valoracién de la expresion de Ki-67 se basa en el porcentaje de células
tumorales tefidas en el nucleo por el anticuerpo. Se considerd que la expresion
de Ki-67 era baja, si el 10 % o menos de las células en la muestra analizada se
encontraban tefidas. En el caso de que la tincidn se presentase en mas del
10% de las células se calificaba la expresion como alta (Marrelli et al. 2006,
Spyratos et al. 2002).

Con respecto a la tincion con bcl-2, esta es citoplasmatica y se considero el
caso negativo si el 10% o menos de las células se encontraban tefiidas, en
caso contrario se etiqueto el caso de positivo (Kymionis et al. 2001).

En lo que concierne a p53, la tincidén es nuclear y se aplicé el mismo criterio
que el explicado para bcl-2 (Thor et al.1998).

7.3.- Analisis estadistico.

El estudio estadistico se realizé con la colaboracion de la Unidad de Apoyo a la
Investigacion del Complejo Hospitalario Universitario de Ourense (CHUO).
Para el analisis estadistico se han utilizado los programas SPSS 15.0 (SPSS.

Inc., Chicago, IL, EEUU) y R v 2.1.4. (R-project, www.R-project.org, library

(survival))

Para la estimacion de la potencia estadistica de nuestro estudio se utilizo el
programa Epidat 3.1.

7.3.1.- Andlisis de los datos.

a) Datos demogréaficos.

La edad se ha considerado en el momento del diagndstico.
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b) Datos del tumor.

Se han considerado todos los tipos tumorales diagnosticados.

La clasificacion por etapas TN se basa en la version cuarta de la clasificacion
TNM (Hermanek et al.1997).

Ademas de la clasificacion referida, los valores de la variable ganglios linfaticos
se agruparon del siguiente modo: NO (ganglios negativos), N+ 1-3 (de uno a 3
ganglios positivos), N+ 4-7 (de 4 a 7 ganglios axilares metastizados por el
tumor) y N+ >7 (mas de 7 ganglios positivos) (Fisher et al 1983, Fisher et al.
1997, Sivridis et al. 2006).

El grado Histoldgico se clasifico mediante el sistema de Nottingham (Elston et
al 1991, Pinder et al.1995).

Los datos referentes a la inmunohistoquimica ya se han explicado en el
apartado anterior.

c) Datos del tratamiento y seguimiento.

El tratamiento recibido por las pacientes se indicoé en base a las
recomendaciones de practica habitual en los servicios de Cirugia General
(Unidad de Mama), Oncologia Radioterapica y Oncologia Médica del Complejo
Hospitalario Universitario de Orense.

Se calculé el tiempo a la progresion desde la fecha de la cirugia hasta la fecha
de la aparicion de una recidiva.

La supervivencia causa especifica se calculé desde la fecha de la intervencion
hasta la fecha de la muerte por cancer de mama.

Se considera que la muerte se debe al cancer de mama, en mujeres con

enfermedad progresiva previamente diagnosticada.
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Todos los calculos se hicieron en dias y se transformaron en meses para
facilitar la comprension y la comparabilidad.

Los lugares de recaida se agruparon para su analisis en recaida locorregional
(recaidas locales, ganglionares regionales 6 cancer de mama contralateral),
visceral (afectacién de cualquier otro 6rgano)

El analisis exploratorio inicial incluye un estudio descriptivo de la
poblacion de mujeres con cancer de mama localizado. Las variables
cualitativas se describieron con frecuencias relativas, y las cuantitativas con
medidas de tendencia central (media) y de dispersidn (desviacion tipica).

La asociacion entre las diferentes variables se analizé mediante el test
de Chi-cuadrado (X?) o mediante estudio de correlaciones no paramétricas,
segun proceda.

Se estimé el tiempo a la progresion y la supervivencia causa especifica
mediante el método de Kaplan Meier. Se haran constar medias 6 medianas
segun proceda, e intervalos de confianza de las estimaciones.

Los modelos obtenidos se compararon mediante sus respectivas
razones entre los logaritmos de verosimilitud (Atkinson 1980).

El calculo de la precisidn, potencia estadistica, se realiz6 asumiendo
analisis de supervivencia en dos poblaciones en funcién del valor de Ki-67
(indice Ki-67 alto frente a indice Ki-67 bajo), p53 (p53 positivo frente a p53
negativo) y Bcl-2 (bcl-2 positivo frente a bcl-2 negativo).

El estudio del valor prondstico de las diversas co-variables se realizé
mediante el modelo de Riesgos Proporcionales descrito por Cox (Cox 1972,

Thernau et al. 2000, Garcia Pérez 2005).
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Hemos incluido todas las variables en el modelo, independientemente
de su significacion en el analisis univariante. Elegimos el método de inclusién
manual de las variables en el modelo. Se considerd que los resultados eran
significativos siempre que se obtuvieran valores de p <0,05 (Altman et al.1998,

Royston et al.2009).
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8.- Resultados.

8.1.- Analisis exploratorio. Estadistica descriptiva.

Analizados los registros hospitalarios de pacientes con cancer de mama en el
Complejo Hospitalario Universitario de Orense entre el 1 de Enero de 1997 y el
31 de Diciembre de 2004, las pacientes que cumplian los criterios de inclusién
y no tenian criterios de exclusion (casos de cancer de mama en varones,
pacientes con cancer de mama “in situ”, pacientes con cancer de mama
metastasico) fueron 643.

8.1.1.- Datos demograficos

La mediana de edad de las mujeres incluidas fue de 62 afios y la desviacién

tipica 14,27. (Figura 1)
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8.1.2.- Datos relativos al tumor.

- La mama izquierda fue la afectada en el 50,1 % de las mujeres de nuestra
serie, la mama derecha en el 48, 4% y en el 1,6% de los casos la afectacion
fue bilateral.

- Los tipos histologicos diagnosticados en nuestra serie fueron, 537 carcinoma
ductales infiltrantes que suponen el 83,5% de la muestra, 51 carcinomas
lobulillares que suponen el 7,9%, 17 carcinomas tubulares que suponen el
2,6% de la muestra, 13 carcinomas medulares, 11 carcinomas mucinosos, 10
carcinomas papilares, 2 carcinomas sin especificar tipo, 1 carcinoma adenoide
quistico, 1 carcinoma apocrino. Para su representacion, los tipos histolégicos

cuya frecuencia ha sido inferior al 5% se han representado juntos. (Figura 2)
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Respecto a la clasificacion de nuestras pacientes segun el sistema TNM. En la
categoria T, el 51,1 % de los casos fueron clasificados como T1, T2 fueron el
37,8% de los casos, T3 el 6,1% de los casos y el 5% de los casos se
clasificaron como T4. 3 pacientes (0,5%) no pudieron clasificarse por haberse

realizado exclusivamente una biopsia. (Figura 3)
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- Con respecto a los ganglios axilares afectados por el tumor. El 54,8% de las
mujeres no tenia afectacién ganglionar axilar (NO), el 26,9% tuvode 1a 3
ganglios axilares afectados por el tumor, el 19,2 % tuvo 4 o mas ganglios
afectados por el tumor. Dentro de este grupo de 4 o mas ganglios, el 9,5% de
las mujeres tenian de 4 a 7 ganglios axilares, mientras que el 8,7% tuvo 7 o

mas ganglios afectos.
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En 14 pacientes (2,2%) no se realiz6 estadificacion ganglionar. (Figura 4)
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- El grado histolégico se informé como bien diferenciado en 200 pacientes
(31,1%). Moderadamente diferenciado se considerd en 267 casos (41,5%) y
pobremente diferenciado en 171 casos (26,6%). En 5 casos (0,8%) no se
informé grado histologico.
8.1.3.- Datos relativos a biomarcadores.
- Se documentd que 510 muestras (79,3%) expresaron receptores de
estrogenos y 133 (20,7%) no lo hicieron.
En cuanto a los receptores de progesterona, estos se encontraron expresados

en 339 casos (52,7%) y no se expresaron en 304 casos (47,3%).

91



RESULTADOS

En 86 casos se demostrd sobreexpresion de Her-2 (13,4% de la muestra), y en
557 casos (86,6%) no se demostro la sobreexpresion.

La expresion de Ki-67 (indice Ki-67) se informd como baja en 383 casos
(59,6%), en 225 casos se documento expresion alta de Ki-67 (35%). En 35
casos no se determind la expresion de Ki-67 (5,4%).

Bcl-2 se considero positivo en 437 casos que suponen el 68% de la muestra.
En 117 casos (18,2%) se considerd negativo, y en 89 casos no se determiné
(13,8%).

Con respecto a la determinacién de p53, se considero positiva en 101 casos
(15,7%), negativa en 504 casos (78,4%) y no se realiz6é en 38 casos que

suponen el 5,9% de los casos.
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8.1.4.- Datos relativos al tratamiento realizado.
De las 643 mujeres incluidas en el estudio, 310 fueron sometidas a
mastectomia radical modificada (48,2%) y 333 fueron sometidas a mastectomia

segmentaria (51,8%). (Figura 5)
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La mayor parte de las pacientes, 581 (90,4%) fueron sometidas a
linfadenectomia axilar. En 35 mujeres se realizd biopsia selectiva de ganglio
centinela (5,4%) y en 27 casos (4,2%) no se realiz6 ninguna intervencion sobre
la axila.

Cuatrocientas veintidos pacientes (65,6%) recibieron radioterapia adyuvante y

221 (34,37%) no recibieron este tratamiento.
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Con excepcion de 4 pacientes (0,6%) en las que no se pudo documentar que
hubiesen recibido quimioterapia, 246 pacientes (38,5%) no recibieron
quimioterapia adyuvante mientras que 395 (61,4%) si recibieron este
tratamiento.

Ciento cincuenta y cuatro mujeres (24%) recibieron tratamiento con
ciclofosfamida, metotrexate y 5-fluorouracilo (CMF), 177 mujeres (27,5%)
recibieron combinaciones con antraciclinas (AC 6 FAC), 60 pacientes (9,3%)
recibieron combinaciones de antraciclinas y taxanos y 2 pacientes (0,3%)

recibieron otras combinaciones de farmacos. (Figura 6)
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Con respecto al cumplimiento del tratamiento quimioterapico, en 77 mujeres
(19,64 %) no se alcanzé una intensidad de dosis relativa del 85%, mientras que
en 315 (80,36 %) se administro al menos el 85% de la intensidad de dosis

relativa prevista. (Figura 7)
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Con respecto al tratamiento hormonal adyuvante, este no pudo ser confirmado
en 2 pacientes (0,3%).

Ciento catorce mujeres (17,7%) no recibieron tratamiento hormonal alguno. En
333 pacientes (51,8%) se administré tamoxifeno durante 5 afios, en 151
pacientes (23,5%) se administraron tamoxifeno y posteriormente un inhibidor
de la aromatasa. Treinta y cinco mujeres (5,4%) fueron tratadas exclusivamente
con inhibidor de la aromatasa y 8 pacientes fueron tratadas con analogos LH-

RH y Tamoxifeno. (Figura 8)
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8.1.5.- Datos relativos al seguimiento.

En el momento del cierre del estudio, 31 de Diciembre de 2009, la mediana de
seguimiento era de 89 meses (1-158).

Quinientas veintiuna pacientes (81%) no habian sufrido recaida de la
enfermedad, y en 120 pacientes (18,7%) se habia documentado recaida. En 2
pacientes (0,3%) no se ha tenido constancia documental de recaida.

De las pacientes que recayeron, 6 pacientes presentaron un cancer de mama
contralateral (0,9%) y 21 recayeron de forma locorregional (3,3%). El resto de
las pacientes, 93 (14,46%), sufrié una recidiva sistémica (visceral, sistema

nervioso central, 6sea). (Figura 9)
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Cuatrocientas noventa y cuatro mujeres (76,8%) se encuentran vivas a la
finalizacion del estudio y 149 (23,2%) fallecieron. En 79 casos (12,3%) se
documentd que la causa de muerte fue el cancer de mama y en 70 casos
(10,9%) se documentd una causa de muerte diferente al cAncer de mama.

(Figura 10)

Estado Vital al cierre del estudio

12,3

76,

] muerto por tumor

D muerto sin relacion
tumor

[]vivo

98



RESULTADOS

8.2.- Estudio de la asociacion de las co-variables (estudio de independencia).

8.2.1.- Categoria T y Ki-67. (Tabla 1)

Ki-67
Bajo Alto Total
T Recuento 221 87 308
Frecuencia 194 5 1135
esperada
Recuento 132 99 231
Frecuencia 145.9 851
esperada
Recuento 16 21 37
Frecuencia 234 13.6
esperada
Recuento 13 16 29
Frecuencia 18,3 10,7
esperada
Total Recuento 382 223 605
p<0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la variable tamano

tumoral y el estado de expresion de Ki-67. A la vista de la tabla los valores de

T mayores se asocian con una expresion alta de Ki-67.

8.2.2.- Categoria T y p53. (Tabla 2)

| p53 Total
Negativo  Positivo
T Recuento 271 36 307
Frecuencia 256.5 50,5
esperada
Recuento 180 50 230
Frecuencia 1922 37.8
esperada
Recuento 30 7 37
Frecuencia 30.9 6.1
esperada
Recuento 22 6 28
Frecuencia 234 46
esperada
Total Recuento 503 99 602
p<0,05
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Existe asociacion estadisticamente significativa entre el tamano tumoral y la
expresion de p53. La ausencia de expresion de p53 se asocia con etapas T
precoces.

8.2.3.- Categoria T y bcl-2. (Tabla 3)

Bcl-2 Total
Negativo | Positivo
T 1 Recuento 47 231 278
Frecuencia 58 4 2196
esperada
2 Recuento 54 159 213
Frecuencia 44.8 168.2
esperada
3 Recuento 7 27 34
Frecuencia 71 26.9
esperada
4 Recuento 8 19 27
Frecuencia 57 21,3
esperada
Total Recuento 116 436 552

p= 0,09
No se demuestra asociacidn entre las co-variables T y expresion de bcl-2.

8.2.4.- Categoria N y Ki-67. (Tabla 4)

Ki-67 Total
Bajo Alto
Recuento 232 98 330
O .
Frecuencia 207.9 122.1
esperada
Recuento 90 66 156
1-3 ganglios '
N gang Frecuencia 98,3 577
esperada
Recuento 50 58 108
> 4 ganglios i
gang Frecuencia 68.0 400
esperada
Desconocido Recuento 11 3 14
Total Recuento 383 225 608

p<0,05
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Existe asociacion estadisticamente significativa entre la afectacion axilar

ganglionar y la expresion de Ki-67.

Un indice Ki-67 alto se asocia con mayor numero de ganglios afectados.

8.2.5.- Categoria N y p53. (Tabla 5)

p53
Negativo | Positivo| Total
N 0 Recuento 278 48 326
Frecuencia 271.6 54.4
esperada
1-3 Recuento 129 28 157
F .
recuencia 1308 26,2
esperada
>4 Recuento 83 25 108
= .
recuencia 90.0 18.0
esperada
Desconocido Recuento 14 0 14
Frecuencia 1.7 23
esperada
Total Recuento 504 101 605
p = 0,069

No existe asociacidén estadisticamente significativa entre el estado de

afectacion ganglionar y la expresion de p53.
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8.2.6.- Categoria N y bcl-2. (Tabla 6)

RESULTADOS

Bcl-2 Total
Negativo | Positivo
N 0 Recuento 50 246 296
Frecuencia 62.5 2335
esperada
1-3 ganglios Recuento 37| 110 147
Frecuencia 310 16,0
esperada
> 4 ganglios Recuento 28 69 97
Frecuencia 205 765
esperada
Desconocido Recuento 2 12 14
Total Recuento 117 437 554
p <0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre el estado de expresion de

bcl-2 y la presencia de metastasis ganglionares axilares. Las mujeres con

expresion de bcl-2 tuvieron con menos frecuencia metastasis ganglionares

axilares.

8.2.7.- Grado histoldgico y Ki-67. (Tabla 7)

Ki-67 Total
Bajo Alto
Grado Bien diferenciado Recuento 175 20 195
Frecuencia 122.7 72.3
esperada
I\/_Iodera@amente Recuento 171 83 254
diferenciado
Frecuencia 159 8 94,2
esperada
P.obremgnte Recuento 36 129 158
diferenciado
Frecuencia 99 4 58.6
esperada
Total Recuento 382 225 607
p<0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre el grado histologico y la

expresion de Ki-67.
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RESULTADOS

Las pacientes con indice Ki-67 alto tuvieron mas frecuentemente tumores

pobremente diferenciados.

8.2.8.- Grado histologico y p53. (Tabla 8)

p53 Total
Negativo | Positivo
Grado Bien diferenciado Recuento 186 6 192
Frecuencia 159.8 32,2
esperada
I\/_Ioderac_iamente Recuento 219 35 254
diferenciado
Frecuencia 2115 42,5
esperada
P.obremgnte Recuento 97 60 157
diferenciado
Frecuencia 130,7 26,3
esperada
Total Recuento 502 101 603
p<0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre el grado histologico y la

expresion de p53. La expresion de p53 se asocio con tumores pobremente

diferenciados.
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8.2.9.- Grado histoldgico y bcl-2. (Tabla 9)

RESULTADOS

Bcl-2 Total
Negativo | Positivo
Grado Bien diferenciado Recuento 16 154 170
Frecuencia 357 1343
esperada
Moderadamente Recuento 40 196 236
diferenciado
Frecuencia 49,5 186.5
esperada
P.obremgnte Recuento 60 87 147
diferenciado
Frecuencia 308 116,2
esperada
Total Recuento 116 437 553
p <0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre el grado histologico y la

expresion de bcl-2. Los tumores mejor diferenciados se asocian con la

expresion de bcl-2, mientras que los tumores pobremente diferenciados se

asocian con ausencia de expresion de bcl-2.

8.2.10.- Receptores de Estrégenos y Ki-67. (Tabla 10)

Ki-67 Total
Bajo Alto
Receptprgs Negativos Recuento 19 85 104
Estrogénicos
Frecuencia 655 38,5
esperada
Positivos Recuento 364 140 504
Frecuencia 317.5 186.5
esperada
Total Recuento 383 225 608
p<0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresiéon de

receptores estrogénicos y la expresion de Ki-67.

La expresion de receptores estrogénicos se asocio con indice Ki-67 bajo.
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8.2.11.- Receptores de Estrogenos y p53. (Tabla 11)

RESULTADOS

pS3 Total
Negativo

Receptprgs Negativos [Recuento 51 54 105
Estrogénicos

Frecuencia 875 175

esperada

Positivos [Recuento 453 47| 500

Frecuencia 416,5 835

esperada
Total Recuento 504 101 605

p<0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresién de

receptores estrogénicos y la expresion de p53. La expresion de receptores

estrogénicos se asocio con ausencia de expresion de p53.

8.2.12.- Receptores de Estrogenos y bcl-2. (Tabla 12)

Bcl-2 Total
Negativo | Positivo
Receptprgs Negativos Recuento 64 30 94
Estrogénicos
Frecuencia 19.9 74.1
esperada
Positivos Recuento 53 407 460
Frecuencia 97.1 362.9
esperada
Total Recuento 117 437 554
p <0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de

receptores de estrégenos y la expresion de bcl-2. La expresion de receptores

estrogénicos se asocio con expresion de bcl-2.
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8.2.13.- Receptores de Progesterona y Ki-67. (Tabla 13)

RESULTADOS

Ki-67 Total
Bajo Alto

Receptores Negativos Recuento 138 137 275
Progesterona

Frecuencia 1732 101.8

esperada

Positivos  Recuento 245 88 333

Frecuencia 209.8 1232

esperada
Total Recuento 383 225 608

p<0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresién de

receptores de progesterona y la expresion de Ki-67.

La expresion de receptores de progesterona se asocio con indice Ki-67 bajo

8.2.14.- Receptores de Progesterona y p53. (Tabla 14)

p53 Total
Negativo | Positivo

Receptores Negativos Recuento 204 69 273
Progesterona

Frecuencia 207 4 456

esperada

Positivos  Recuento 300 32 332

Frecuencia 276.6 554

esperada
Total Recuento 504 101 605

p<0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresién de

receptores de progesterona y la expresion de p53. La expresion de receptores

de progesterona se asocio con ausencia de expresion de p53.
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8.2.15.- Receptores de Progesterona y bcl-2. (Tabla 15)

RESULTADOS

Bcl-2 Total
Negativo | Positivo
Receptores Negativos Recuento 87 176 263
Progesterona
Frecuencia 555 207.5
esperada
Positivos Recuento 30 261 291
Frecuencia 615 229.5
esperada
Total Recuento 117 437 554
p <0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresién de

receptores de progesterona y la expresion de bcl-2. La expresion de receptores

de progesterona se asocio con expresion de bcl-2.

8.2.16.- Expresién de Her-2 y Ki-67. (Tabla 16)

Ki-67 Total
Bajo Alto
Her-2 Negativo Recuento 353 174 527
Frecuencia 332.0 195,0
esperada
Positivo Recuento 30 51 81
Frecuencia 51.0 30,0
esperada
Total Recuento 383 225 608
p<0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresién de Her-2 y la

expresion de Ki-67. La expresion de Her-2 se asocio con indice Ki-67 alto.
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RESULTADOS

8.2.17.- Expresion de Her-2 y p53. (Tabla 17)

p53 Total
Negativo | Positivo
Her-2 Negativo Recuento 455 71 526
Frecuencia 4382 878
esperada
Positivo Recuento 49 30 79
Frecuencia 658 13,2
esperada
Total Recuento 504 101 605

p<0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresién de Her-2 y la
expresion de p53. La expresion de Her-2 se asocid con la ausencia de
expresion de p53.

8.2.18.- Expresion de Her-2 y bcl-2. (Tabla 18)

Bcl-2 Total
Negativo | Positivo
Her-2 Negativo Recuento 90 391 481
Frecuencia 1016 3794
esperada
Positivo Recuento 27 46 73
Frecuencia 15.4 576
esperada
Total Recuento 117 437 554

p <0,05
Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de Her-2 y la
expresion de bcl-2. La expresion de Her-2 se asocié con ausencia de expresion

de bcl-2.
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RESULTADOS

8.2.19.- Expresion de Ki-67 y p53. (Tabla 19)

p53 Total
Negativo Positivo
Recuento 360 18 378
Bai .
ajo Frecue(rjma 314.3 63,7
lki-67 esperada
Recuento 138 83 221
Alt [
0 Frecuencia 183.7 37.3
esperada
Total Recuento 498 101 599

p <0,05

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de Ki-67 y la
expresion de p53. Indice Ki-67 alto se asocid con ausencia de expresion de
p53.

8.2.20.- Expresion de Ki-67 y bcl-2. (Tabla 20)

Bcl-2 Total
Negativo | Positivo
Ki-67 Bajo Recuento 39 307 346
Frecuencia 72.6 2734
esperada
Alto Recuento 77 130 207
Frecuencia 434 163.,6
esperada
Total Recuento 116 437 553

p <0,05
Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de Ki-67 y el
estado de expresion de bcl-2. El indice Ki-67 alto se asocié con ausencia de

expresion de bcl-2.
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8.2.21.- Expresién de p53 y bcl-2. (Tabla 21)

Bcl-2 Total
Negativo | Positivo
p53 Negativo Recuento 73 386 459
Frecuencia 98.0 3610
esperada
Positivo Recuento 44 45 89
Frecuencia 19,0 70.0
esperada
Total Recuento 117 431 548
p <0,05

RESULTADOS

Existe asociacion estadisticamente significativa entre el estado de expresion de

p53 y el estado de expresion de bcl-2. La expresion de p53 se asocié con

ausencia de expresion de bcl-2.

8.2.22.- Relacion de la edad y los diversos biomarcadores considerados (Tabla

22)
Ki-67 bcl-2 p53
Rho de Coeficiente de - 114" ,001 -,025
Spearman correlacion
Sig. (bilateral) 0,006 ,981 ,554

La relaciéon de la edad, variable continua, con los biomarcadores se ha

estudiado mediante el test de correlacion no paramétrica de Spearman. De los

biomarcadores considerados, Ki-67 mostré correlacion inversa (a menor edad,

mayor indice Ki-67) con la edad. No hubo correlacion significativa ni con bcl-2

ni con p53.
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8.3.- Analisis del tiempo a la progresion. Analisis Univariante.

RESULTADOS

Se han producido 120 eventos (recaidas). La media del tiempo a la progresion

es de 134,91 meses (IC 95% 130,56-139,26). (Figura 11)
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RESULTADOS

8.3.1.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable edad.

Para determinar el efecto de la edad en la supervivencia utilizamos un modelo
de regresion de Cox suavizado (regresion a trazos (p-spline)). Una vez
obtenido el modelo, y al confirmar el comportamiento no lineal de la variable
edad se establecieron grupos etarios (menores de 40 afos, 40-60 afios,
mayores de 60 afos) con riesgos de muerte diferentes. (Figura 12)

Tiempo a la progresion

T | | | T | T
30 40 a0 60 70 80 90

Edad al diagnéstico
De la representacion grafica anterior se puede deducir:

1. La edad tiene un efecto significativo en el riesgo de recaida.
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RESULTADOS

2. La forma funcional del grafico indica (a) un menor riesgo de recaida en el
grupo de mujeres entre 40 y 60 anos, valores por debajo de la linea de no
riesgo (cero), (b) encontramos un riesgo elevado de recaida tanto en mujeres

mayores (de 60 afios) como en las mas mujeres mas jovenes
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RESULTADOS

8.3.2.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable categoria T.
La media de tiempo a la progresién para las mujeres con tumores T1 fue de
147,93 meses (IC 95% 143,88-151,97), para T2 fue de 126,39 (IC 95%
118,96-133,82), para T- 100,05 (IC 95% 79,45-120,66), para las mujeres con

tumores T4 63,85 meses (IC 95% 44,91-82,80). (Figura 13)
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La razén de riesgo fue de 4,22 (IC 95% 2,62-6,77), 7,89 (4,13-15,08), 16,59
(9,05-30,43) para los tumores T2, T3 y T4 respectivamente al compararlos con

los tumores T1.
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RESULTADOS

8.3.3.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable categoria N.
La media del tiempo a la progresion para las mujeres que no tuvieron
afectacion ganglionar axilar fue de 148,46 meses (IC 95% 144,43-152,49).
Para las pacientes con afectacion de 1 a 3 ganglios la media fue de 128,99
meses (IC 95% 121,93-136,05), para las mujeres con afectacion de 4 o mas
ganglios la media de tiempo a la progresion fue de 90,40 meses (IC 95%
79,61-101,19), para las mujeres en las que la estadificacién quirurgica no se

realizo la media fue de 109,19 meses (IC 95% 94,12-124,25). (Figura 14)
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RESULTADOS

Las mujeres con mas de 4 ganglios linfaticos metastatizados en la axila, las
agrupamos en 4 a 7 ganglios y mas de 7 ganglios. La media de tiempo a la
progresion para las mujeres con 4 a 7 ganglios afectos fue de 106,52 meses
(IC 95% 92,19-120,93), para las mujeres con mas de 7 ganglios la media fue

de 70,73 meses (IC 95% 57,48-83,98). (Figura 15)
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RESULTADOS

Comparadas con las mujeres con ganglios negativos, aquellas con 1-3 ganglios
afectos, tuvieron una razén de riesgo de 1,93 (IC 95% 1,15-3,18). La razdén de
riesgo para las mujeres con 4-7 ganglios fue 4,79 (IC 95% 2,81-8,17), 10,5 (IC
95% 6,53-16,91) fue la razén de riesgo para las mujeres con mas de 7 ganglios
afectos. Incluimos esta clasificacion ganglionar en el analisis posterior puesto
que ajustaba mejor el modelo para tiempo a la progresion que la clasificacion

TNM de 1997. R2=0,065 frente a R?=0,005

117



RESULTADOS

8.3.4.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable grado
histologico.

La media del tiempo a la progresion de las pacientes con tumores bien
diferenciados fue de 143, 65 meses (IC 95% 138,38-148,92). Los tumores
moderadamente diferenciados tuvieron una razoén de riesgo de 1,5 (IC 95%
0,93-2,56) frente a los bien diferenciados (la diferencia no alcanzé la
significacién estadistica) y los tumores pobremente diferenciados tuvieron una

razon de riesgo de 3,22 (IC 95% 1,97-5,27). (Figura 16)
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RESULTADOS

8.3.5.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable expresion de
receptores estrogénicos.

La media de tiempo a la progresion fue de 120,76 meses para las mujeres con
tumores sin expresion de receptores de estrogenos (IC 95% 110,34-131-17) y
de 136,74 (IC 95% 132,57-140,91) para las mujeres con expresion de
receptores de estrégenos. La expresion de receptores de estrogeno redujo el

riesgo relativo 2 veces frente a las pacientes que no expresaron receptores.

(Figura 17)
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RESULTADOS

8.3.6.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable expresion de
receptores de progesterona.

La media de tiempo a la progresién de las pacientes con ausencia de expresion
de receptores de progesterona fue de 125,96 meses (IC 95% 119,16-132,76)
frente a 141,14 meses de las pacientes con expresion de receptores de
progesterona (IC 95% 136,60-145,68). La reduccion del riesgo relativo de
recaida para las mujeres cuyos tumores expresaron receptores de

progesterona fue de 2,17 veces. (Figura 18)
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RESULTADOS

8.3.7.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable expresion de
Her-2.

Para las mujeres cuyos tumores no expresaron Her-2, la media de tiempo a la
progresion fue de 136, 87 meses (IC 95% 132,25-141,503) frente a los 120,14
(IC 95% 107,85-132,44) meses de media de tiempo a la progresién registrada
para las mujeres con tumores Her-2 positivo. La expresion de Her-2 confiere
peor prondéstico en términos de recaida, el riesgo es 1,74 (IC 95% 1,12-2,71)

veces superior para las pacientes Her-2 (+) frente a las Her-2 (-).(Figura 19)
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RESULTADOS

8.3.8.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable expresion de
Ki-67.

La media de tiempo a la progresién de las mujeres con tumores con baja
expresion de Ki-67 fue de 134,49 meses (IC 95% 130,80-138,18). En las
mujeres con tumores con expresion alta de Ki-67 la media de tiempo a la
progresion fue de 113,28 meses (IC 95% 105,12-121,43). La razon de riesgo
de recaida para las mujeres con tumores con expresion alta de Ki-67 fue de

2,87 (IC 95% 1,96-4,19). (Figura 20)
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RESULTADOS

Con los datos de expresion de Ki-67 y tiempo a la progresion exhibidos por las
pacientes de nuestro estudio, asumiendo una proporcion de pérdidas del 6%,
un p valor de 0,05 para la significacion estadistica, el tamafio muestral es
suficiente para obtener una potencia estadistica del 90%. A continuacién se
muestra la ventana de resultados obtenida con el programa EPIDAT 3.1 para el
calculo de la potencia estadistica.

“Tamafos de muestra y potencia para comparaciéon de curvas de

supervivencia”

Numero de grupos: 2
Razoén entre muestras (grupo 2/grupo 1)*: 0,580
Proporcion de pérdidas: 6%
Nivel de confianza: 95,0%

Probabilidad de supervivencia

Grupo 1 : 88
Grupo 2 : 71
Potencia (%) Grupo 1** Grupo 2**
80,0 129 75
90,0 172 100

* grupo 2 -> Ki-67 alto, grupo 1 -> Ki-67 bajo.

** numero de individuos en el grupo
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RESULTADOS

8.3.9.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable expresion de
p53.

Las pacientes con tumores que no expresaron p53 tuvieron una media de
tiempo a la progresion de 133,21 meses (IC 95% 129,21-137,22) frente a los
110,19 (IC 95% 99,53-120,85) meses de media que se registraron para las
mujeres con tumores que expresaron p53. La expresion de p53 (p53+) confiere
peor pronéstico. Estas pacientes tienen 2,28 (IC 95% 1,41-3,54) veces mas

riesgo de recaida que las pacientes con p53 negativo. (Figura 21)
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RESULTADOS

Con los datos de expresion de p-53 y tiempo a la progresién exhibidos por las
pacientes de nuestro estudio, asumiendo una proporcion de pérdidas del 6%,
un p valor de 0,05 para la significacion estadistica el tamafio muestral es
suficiente para obtener una potencia estadistica del 80%. A continuacién se
muestra la ventana de resultados obtenida con el programa EPIDAT 3.1 para el
calculo de la potencia estadistica.

“Tamafos de muestra y potencia para comparaciéon de curvas de
supervivencia”

Numero de grupos: 2

Razoén entre muestras (grupo 2/grupo 1)*: 0,200

Proporcién de pérdidas: 6%

Nivel de confianza: 95,0%

Probabilidad de supervivencia

Grupo 1 : 84,5

Grupo 2 : 68,3

Potencia (%) Grupo 1 Grupo 2
80,0 413 83

* Grupo 2 -> p53 positivo, grupo 1 -> p53 negativo.
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RESULTADOS

8.3.10.- Analisis del tiempo a la progresion segun la co-variable expresion de
bcl-2.

Las pacientes con tumores que no expresaron bcl-2 tuvieron una media de
tiempo a la progresiéon de 110,21 meses (IC 95% 101,12-119,29) frente a los
131,78 (IC 95% 126,89-136,67) meses de media que se registraron para las
mujeres con tumores que expresaron bcl-2. La expresion de bcl-2 (bcl-2 +)
confiere mejor pronéstico. Estas pacientes tienen 1,85 (IC 95% 1,20-2,85)

veces menos riesgo de recaida que las pacientes con bcl-2 negativo. (Figura

22)
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Test log-rank (Mantel-Cox), p < 0,05.
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Con los datos registrados sobre bcl-2, asumiendo un p-valor de 0,05 y un 14%
de datos perdidos, la potencia estadistica obtenida con esta muestra seria del
60%, por ello se desestimé el analisis del valor prondstico de la expresion de
bcl-2 en nuestra muestra de mujeres con cancer de mama locorregional. A
continuacion se muestra la ventana de resultados obtenida con el programa
EPIDAT 3.1 para el calculo de la potencia estadistica.

“Tamafos de muestra y potencia para comparaciéon de curvas de
supervivencia”

Numero de grupos: 2

Razoén entre muestras (grupo 2/grupo 1)*: 3,720

Proporcion de pérdidas: 14%

Nivel de confianza: 95,0%

Probabilidad de supervivencia

Grupo 1 : 73,5

Grupo 2 : 84,6

Potencia (%) Grupo 1 Grupo 2

60,0 110 409
70,0 138 513

*Grupo 2 -> positivo, grupo 1 -> negativo.
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8.4.- Analisis del tiempo a la progresién. Regresion de Cox.

Se introducen todas las variables en el modelo independientemente de su
significacion en el analisis univariante.

De acuerdo con Royston, no se incluye la co-variable bcl-2 debido al numero
de casos perdidos y a la pérdida consiguiente de potencia estadistica.

Para la inclusion de las variables en el modelo se ha utilizado el método de
seleccién manual. Se ha exigido un p valor de 0,05 para la entrada de las
variables en el modelo. La significacion se analiza mediante la evaluacion de -2
log de la verosimilitud con el estadistico X2. Con los coeficientes de las
variables significativas se construye el “risk score” para tiempo a la progresion.
Se reproduce la sintaxis de la instruccion en el programa estadistico.
COXREG

progresionmeses /STATUS=estado_recaida_tp(1)

/CONTRAST (gruposedad)=Indicator(1) /CONTRAST (T)=Indicator(1)
/CONTRAST (ganglios)=Indicator(1) /CONTRAST (grado)=Indicator(1)
/ICONTRAST (RE)=Indicator(1) /CONTRAST (RP)=Indicator(1) /CONTRAST
(erb2)=Indicator(1) /CONTRAST (ki67)=Indicator(1) /CONTRAST (p53)
=Indicator(1)

/IMETHOD=ENTER gruposedad T ganglios grado RE RP erb2 ki67 p53
/PRINT=CI (95) BASELINE

JCRITERIA=PIN (.05) POUT(.10) ITERATE(20) .
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Pruebas omnibus sobre los coeficientes del modelo

RESULTADOS

-2 log de la
verosimilitud
1307,337|
Pruebas omnibus sobre los coeficientes del modelo(a,b)
-2 log de la
verosimilitud Global (puntuacion) Cambio desde el bloque anterior]
Chi- Chi-
Chi-cuadrado gl Sig. | cuadrado gl Sig. | cuadrado
1155,000, 225,177 15 ,000 152,337 15 ,000

a Bloque inicial numero 0, funcion log de la verosimilitud inicial: -2 log de la
verosimilitud: 1307,337
b Bloque inicial numero 1. Método = Introducir
Variables en la ecuacion. (Tabla 23)

95,0% IC para
B ET Sig. Exp(B) Exp(B)

Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior | Superior
Edad 40-60 anos ,065
Menores de 40 776 334 ,0200 2,172 1,130 4,176
afos
Mayores de 60 276 227 225 1,318 844 2,057
afios
T1 ,000
T2 ,960 279 ,001 2,612 1,511 4,518
T3 1,337 377 ,000 3,809 1,818 7,982
T4 2,184 375 ,000 8,879 4,254 18,534
Ganglios negativos ,000
ﬁg”g“OS positivos 275|283 331 1317 756 2,203
f’_e;”g“os positivos 769 315,015 2157 1164 3.995
Sf”g“os positivos 1,731 285 ,0000 5644 3,228 9,871
Grado bien
diferenciado 932
Grado
moderadamente -,265 ,289 ,360 , 767 ,435 1,353
diferenciado
Grado pobremente | 43¢ 349 o071 965 525 1,772
diferenciado
RE positivos -,271 ,283 ,337] , 762, 438 1,327
RP positivos -,329 222 ,138 ,719 ,466 1,112
erb2 positivo -, 174 ,269 ,518 ,840 ,496 1,424
Ki67 alto 567 ,260 ,029 1,762 1,058 2,934
P53 positivo ,087 ,264 742 1,091 ,650 1,831
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El modelo de Cox puede representarse mediante la siguiente funcion:
H(t,X1,...,Xn) = Ho (t) e (B1X1+...+ BnXn)

El riesgo H, de recaida en este caso, en un tiempo determinado, se calcula con
el riesgo basal que multiplica al numero e elevado a un coeficiente. El riesgo
basal (Ho) es el que presenta una paciente con valor 0 en todos sus
coeficientes. El coeficiente es una funcidén que incluye todas la variables
explicativas del modelo. Nuestro modelo final para el tiempo a la progresion
incluye las variables menores de 40 afios, categoria T2,T3, T4, ganglios
axilares afectados de 4 a 7 6 mas de 7, expresion alta de Ki-67 (indice Ki-67).

Si sustituimos en la formula los (B) correspondientes:

Ht = (HO) X e (0,77( menores 40 afios))+(0,96 (en caso de T2)) 6 (1,33(en caso de T3)) ) 6 ( 2,18 (en caso de T4))

+ (0,76 (en caso de 4-7 ganglios)) + (1,73 (en caso de > 7 ganglios)) + (0,56 (en caso de indice Ki-67 alto))

Se aplican los coeficientes siempre que se cumpla la condicion entre
paréntesis, en caso contrario el coeficiente se multiplica por 0.
Riesgo basal de recaida.

12 meses - 0,011

24 meses - 0,04

36 meses = 0,056

48 meses - 0,072

60 meses - 0,088

72 meses = 0,09

84 meses - 0,11

96 meses > 0,125

108 meses - 0,13

120 meses = 0,172
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Ejemplo: Riesgo a 24 meses de paciente de 36 afios con T2 N+ (5 ganglios) e
indice Ki-67 alto.

H(24)=0,04 x e(0.96+0.76+0,77+0,56) = 0,04 X 9,04=0,36 Riesgo de 36% de recaida a
24 meses.

Suponemos el mismo caso pero con Ki-67 bajo, el modelo predice: H(24)=0,04
x e(0:96+0,76+0.,77) = 0,04 X 7,28 = 0,2912. Riesgo de 29,12% de recaida a 24

meses.
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8.5.- Analisis de la supervivencia causa especifica. Analisis Univariante.

De las 643 pacientes incluidas en el estudio, fallecieron por cancer de mama
79, lo que supone un 12,3% de los casos.

La supervivencia global a 5 afios fue del 92,4%, y del 85,7% a 10 afnos.

La mediana de supervivencia aun no se ha alcanzado, por esto como medida
de tendencia central utilizaremos la media. La supervivencia media es de

144,27 meses (IC 95% 140,73-147,80). (Figura 23)
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8.5.1.- Analisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable edad.
La supervivencia media en las mujeres menores de 40 afios es de 123,62
meses (IC 95% 112,30-134,94). En las mujeres entre 40 y 60 afios la
supervivencia media observada fue de 143,54 meses (IC 95% 138,01-149,06).
La supervivencia media de las pacientes mayores de 60 afios fue de 144,29
meses (IC 95% 139,57-149,01).

Para determinar el efecto de la edad en la supervivencia realizamos un modelo
de regresion Cox suavizado (regresién a trazos (p-spline)) similar al utilizado
con el tiempo a la progresion. Se confirmd el comportamiento no lineal de la
variable edad se establecieron grupos etarios (menores de 40 afos, 40-60
afnos, mayores de 60 afios) con riesgos de muerte diferentes. (Figura 24)

Supervivencia Causa Especifica

30 40 20 60 70 80 90

Edad al diagndstico
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8.5.2.- Analisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable
categoria T.

La supervivencia media de las mujeres con tumores T1 fue de 153,45 meses
(IC 95% 150,81-156,08). Para aquellas con tumores T2 fue de 137,4 meses (IC
95% 130,68-144,12). En las pacientes con tumores T3 la supervivencia media
fue de 112,21 meses (IC 95% 93,67-130,76), en las mujeres con tumores T4 la
supervivencia media alcanzada fue de 84,45 meses (IC 95% 65,98-102,92). La
diferencia observada alcanzo la significacion estadistica, p< 0,001. La
regresion de Cox univariante confirmoé que comparadas con las pacientes
tumores T1, el exceso de riesgo de las mujeres con tumores T2 fue de 5,9 (IC
95% 3,03-11,49), 13,34 (IC 95% 5,87-30,31) y 24,05 (IC 95% 10,85-53,3) para

las pacientes T3 y T4 respectivamente. (Figura 25)
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Test log-rank (Mantel-Cox),p<0,001.
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8.5.3.- Andlisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable
categoria N.

La supervivencia media de las pacientes sin ganglios axilares metastizados fue
de 153,24 meses (IC 95% 149,52-156,95). La supervivencia media de las
mujeres con ganglios axilares afectados fue de 137,72 meses (1C95%
132,23-143,22); 119,19 meses (IC 95% 106,45-131,94); 98,70 meses 7,2 (IC
95% 84,58-112,83) segun tuviesen de 1 a 3 ganglios afectados, 4 a 7 o bien

mas de 7 ganglios afectados respectivamente. (Figura 26)
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Test log-rank (Mantel-Cox), p<0,001

La regresion de Cox indica que respecto a las mujeres sin metastasis
ganglionares axilares las pacientes de 1 a 3 ganglios tenian un exceso de
riesgo de muerte de 2,052 (IC 95% 1,04 - 4,02). Las pacientes con4 a 7

ganglios tenian 6,58 veces mas riesgo (IC 95% 3,42- 12,65), para las pacientes
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con mas de 7 ganglios afectados el exceso de riesgo fue de 11,63 (IC 95%

6,37- 21,24)

136



RESULTADOS

8.5.4.- Analisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable grado
histologico.

La supervivencia media de las pacientes con tumores bien diferenciados fue de
152,5 meses (IC 95% 149,11-155,89); 145,61 meses (IC 95% 140,84-150,38)
para las mujeres con tumores moderadamente diferenciados. La supervivencia
media de las pacientes con tumores pobremente diferenciados fue de 126,76
meses (IC 95% 118,10-135,42). La diferencia observada en la supervivencia
alcanzé la significaciéon estadistica, p<0,01

La regresion de Cox determina que las pacientes con tumores moderadamente
diferenciados tuvieron un exceso de riesgo de muerte de 2,58 veces (IC 95%
1,16- 5,78) y de 7,41 veces (IC 95% 3,49- 15,76) para las mujeres con tumores

pobremente diferenciados. (Figura 27)
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8.5.5.- Analisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable

expresion de receptores estrogénicos.

Las mujeres con tumores que expresaban receptores de estrégenos tuvieron

una media de supervivencia mas alta que las mujeres cuyos tumores no

expresaban receptores, 143,61 meses (IC 95% 139,59- 147,63) frente a 134,08

meses (IC 95% 125,22-142,95). Esta diferencia alcanzo la significacion

estadistica, p=0,002.

En la regresion de Cox, el exceso de riesgo de las mujeres con tumores que no

expresaron receptores de estrogenos fue de 2,04 (IC 95% 1,28- 3,24). (Figura

28)
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8.5.6.- Analisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable

expresion de receptores de progesterona.

Las mujeres con tumores que expresaron receptores de progesterona tuvieron

una supervivencia media de 146,05 meses (IC 95% 141,46-150,64) frente a los

138,62 meses (IC 95% 133,16-144,09) que alcanzaron las mujeres con

tumores que no expresaban receptores de progesterona. (Figura 29)
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La regresion de Cox indica un exceso de riesgo de muerte en las mujeres con

tumores que no expresaron receptores de progesterona de 2,35 (IC 95% 1,47-

3,77)
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8.5.7.- Analisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable
expresion de Her-2.

Las pacientes con tumores que no expresaron Her-2 tuvieron una
supervivencia media de 146,1 meses (IC 95% 142,44-149,77). Por el contrario
las pacientes con tumores que expresaron Her-2 tuvieron una supervivencia de
130,75 meses (IC 95% 120,13-141,38). La diferencia observada alcanzo la

significacién estadistica, p=0,005. (Figura 30)
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Test log-rank (Mantel-Cox), p=0,005.
La regresion de Cox indica un exceso de riesgo de 2,06 para las mujeres con

sobreexpresion de Her-2 (IC 95% 1,23-3,46).
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8.5.8.- Analisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable
expresion de Ki-67.

Las pacientes con tumores con expresion “alta “de Ki-67 tuvieron una
supervivencia media de 121,34 meses (IC 95% 113,80-128,88). Las mujeres
con tumores con expresion “baja” de Ki-67 tuvieron una supervivencia media
de 143 meses, error estandar 1,29 (IC 95% 140,48-145,53)

La diferencia observada, alcanzo la significacion estadistica, p<0,001.

La regresion de Cox, muestra un exceso de riesgo de 4,69 veces (IC 95%

2,84-7,73) en las mujeres con expresion “alta” de Ki-67. (Figura 31)
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Con los datos de supervivencia causa especifica obtenidos en las mujeres, en

funcién de la expresién de Ki-67, con un 6% de pérdidas y un nivel de
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confianza del 95% con nuestra muestra obtenemos una potencia estadistica de
90%. A continuacién se muestra la ventana de resultados obtenida con el
programa EPIDAT 3.1 para el calculo de la potencia estadistica.

“Tamafos de muestra y potencia para comparacion de curvas de
supervivencia”

Numero de grupos: 2

Razoén entre muestras (grupo 2/grupo 1)*: 0,587

Proporcién de pérdidas: 6%

Nivel de confianza: 95,0%

Probabilidad de supervivencia

Grupo 1 : 94,3
Grupo 2 : 76,9
Potencia (%) Grupo 1 Grupo 2
80,0 83 49
90,0 111 65

* Grupo 1 -> Indice Ki-67 bajo, grupo 2 -> Indice Ki-67 alto.
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8.5.9.- Analisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable
expresion de p53.

Las mujeres con tumores que no expresaron p53 tuvieron una supervivencia
media de 140,47 meses (IC 95% 137,06-143,88). La supervivencia media de
las mujeres con tumores que expresaron p53 fue de 119,93 meses (IC 95%

110,8-129,06). (Figura 32)
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La regresion de Cox muestra que las pacientes con tumores que expresaban
p53 tenian 2,68 veces mas riesgo de muerte que las pacientes con tumores
que no expresaban p53.

Con los datos de supervivencia obtenidos en las mujeres en funcion de la

expresion de p53, con un 6% de pérdidas y un nivel de confianza del 95% con
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nuestra muestra obtenemos una potencia estadistica de 80%. A continuacion
se transcriben los resultados obtenidos con el programa Epidat 3.1.
“Tamanos de muestra y potencia para comparacién de curvas de
supervivencia”

Numero de grupos: 2

Razon entre muestras (grupo 2/grupo 1)*: 0,200

Proporcion de pérdidas: 6%

Nivel de confianza: 95,0%

Probabilidad de supervivencia

Grupo 1 : 90,3

Grupo 2 : 75,2

Potencia (%) Grupo 1 Grupo 2
80,0 389 78
90,0 521 104

* Grupo 1 -> p53 negativo, grupo 2 -> p53 positivo,.
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8.5.10.- Analisis de la supervivencia causa especifica segun la co-variable
expresion de bcl-2

Las mujeres con tumores que no expresaron bcl-2 tuvieron una supervivencia
media de 120,41 meses (IC 95% 112,86-127,97). La supervivencia media de
las mujeres con tumores que expresaron bcl-2 fue de 139,41 meses (IC 95%

135,47-143,34). (Figura 33)
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La regresion de Cox indica que las pacientes con tumores que no expresaron
bcl-2 tuvieron 2 (IC 95% 1,20-3,38) veces mas riesgo de muerte por cancer de
mama que las pacientes que expresaron bcl-2.

Con los datos de supervivencia causa especifica obtenidos en estas mujeres
con cancer de mama no metastasico, en funcion de la expresién de bcl-2, con
un p- valor de 0,05 y un 14% de datos perdidos, la potencia estadistica
obtenida con el tamafio muestral analizado alcanza el 70%. A continuacion se
muestra la pantalla de resultados obtenido con el programa EPIDAT 3.1.
“Tamanos de muestra y potencia para comparacién de curvas de
supervivencia”

Numero de grupos: 2

Razon entre muestras (grupo 2/grupo 1)*: 3,700

Proporcion de pérdidas: 14%

Nivel de confianza: 95,0%

Probabilidad de supervivencia

Grupo 1 : 84,3
Grupo 2 : 94,5
Potencia (%) Grupo 1 Grupo 2
70,0 98 363
80,0 124 459

* Grupo 1 -> bcl-2 negativo, grupo 2 -> bcl-2 positivo.
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8.6.- Analisis de la supervivencia causa especifica. Regresion de Cox.
Se introducen todas las variables consideradas en el analisis, excepto el
estado de expresion de bcl-2 por los mismos motivos explicados al considerar
el tiempo a la progresién. Se utiliza el método de seleccién de variables
manual. Se considera un p valor de 0,05. La significacion se analiza mediante
la evaluacién de -2 log de la verosimilitud con el estadistico X2.
Con los coeficientes de las variables significativas se construye el “risk score”
para supervivencia causa especifica. Se reproduce la sintaxis de la orden
ejecutada por el programa estadistico.
COXREG

supervivenciameses /STATUS=SCespecifica(1)

/PATTERN BY gruposedad

/CONTRAST (gruposedad)=Indicator(1) /CONTRAST (T)=Indicator(1)
/CONTRAST (ganglios)=Indicator(1) /CONTRAST (grado)=Indicator(1)
/CONTRAST (RE)=Indicator(1) /CONTRAST (RP)=Indicator(1) /CONTRAST
(erb2 )=Indicator(1) /CONTRAST (ki67)=Indicator(1) /CONTRAST (p53)
=Indicator(1)

/IMETHOD=ENTER gruposedad T ganglios grado RE RP erb2 ki67 p53
/PRINT=CI (95) BASELINE

JCRITERIA=PIN (.05) POUT(.10) ITERATE(20) .
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Pruebas omnibus sobre los coeficientes del modelo

-2 log de la
verosimilitud
861,391

Pruebas omnibus sobre los coeficientes del modelo(a,b)

-2 log de la
verosimilitud Global (puntuacion) Cambio desde el paso anterior
Chi- Chi-
Chi-cuadrado| gl Sig. cuadrado gl Sig. cuadrado
726,475 183,971 15 000 134,916 15 ,000

a Bloque inicial numero 0, funcion log de la verosimilitud inicial: -2 log de la
verosimilitud: 861,391
b Bloque inicial numero 1. Método = Introducir
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Variables en la ecuacion. (Tabla 24)

95,0% IC para Exp
B ET Sig. | Exp(B) (B)

Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior | Superior
Edad 40-60 anos 146
(indicador) ’
Menores de 40 649l 399 104 1913 876 4179
anos
g”ﬁag’:res de 60 493 2871 087 1637 932 2875
T1(indicador) ,001
T2 861 366,019 2,365 1,154 4,844
T3 1,388 450,003 4,008 1,628 9,858
T4 1,865 467 0000 6,453 2,584 16,117
Ganglios negativos
(indicador) 000
?_asng“OS positivos 301 375 4229 1351 648 2816
Pangliospositvos | 78 375 009 2659 1275 5546
Sf”g“os POSItivos | 4 g 360 ,0000 6,610 3,266 13,374
Grado bien
diferenciado ,055
(indicador)
Grado
fnoderadamente 286 439 515 1332 563 3,151
diferenciado
Grado Pobremente | g7 449 048 2401 1,007 5721
diferenciado
RE positivos ~,053 325,870 048] 501 1,793
RP positivos .,385 275 160 680  ,397 1,165
erb2 positivo -,072 ,308 ,814 ,930 ,509 1,701
ki67 alto 889 326 ,006] 2432 1,283 4,610
p53 positivo 028 304 928 1,028 566 1,866

El modelo final incluye las variables, categoria T 2-4, afectacion ganglionar

axilar > 3, grado histolégico pobremente diferenciado, expresion alta de Ki-67.
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Funciéon de Cox.

H (t) = Ho(t)X e(0,861 (en caso de T2) 6 1,388 (en caso de T3) 6 1,865 (en caso deT4))+(0,978 (en caso de
ganglios positivos 4-7) 6 1,889(en caso de ganglios positivos > 7))+(0,876 (en caso de grado histolégico pobremente

diferenciado))+(0,889( en caso de indice Ki-67 alto))

Las condiciones que no se cumplen implican la multiplicacién del coeficiente
por 0. En caso de coeficientes 0, el numero e elevado a 0 es 1, resulta el
riesgo basal.

Riesgo basal de muerte por cancer de mama.

12 meses - 0,001.

24 meses - 0,01

36 meses - 0,017

48 meses - 0,027

60 meses - 0,033

72 meses - 0,043

84 meses - 0,050

96 meses - 0,058

108 meses - 0,064

120 meses - 0,071

Ejemplo: Prediccion de muerte por cancer de mama a 5 afios de mujer de 39
afos T2, N positivos 1-3, G3, Indice Ki-67 alto.

H(60)=0,033x (2,36+ 2,4 + 2,43) =0,033x 7,14 = 0,2372. 23,74% riesgo de
muerte por cancer de mama a 5 afnos.

Si tomamos el mismo caso pero con Ki-67 bajo, el modelo predice H(60)
=0,033x (2,36+ 2,4) =0,033x 4,76 = 0,1570. 15,72% riesgo de muerte por

cancer de mama a 5 anos.
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9.- Discusion.

En la comunidad auténoma de Galicia, el cancer es la segunda causa de
muerte tras las enfermedades cardio-circulatorias. Unicamente es en el
segmento etario de los 35 a los 64 afnos en el que las enfermedades
oncoldgicas provocan la mayor mortalidad de los gallegos (Lopez et al. 2002).
La mortalidad por cancer de mama en Espafia comienza a descender en el afio
1992 a un ritmo del 2% anual, gracias en parte a los programas de cribado
poblacional para mujeres entre 50 y 65 afios implementados en todo el
territorio nacional durante los afios 90.

Estos programas, junto con los avances diagnosticos y terapéuticos se han
traducido en un incremento de la supervivencia, que se situa por encima del
80% a los cinco afos del diagndstico (Cabanes et al. 2009).

Estos datos de mortalidad son similares y consistentes con los obtenidos en
paises de nuestro entorno (Coleman et al.2003, Verdecchia et al.2007).

El cancer de mama es responsable del 9% de anos de vida con discapacidad
secundarios a patologias oncoldgicas. Es |la primera causa entre las mujeres,
con la caracteristica que esta discapacidad se mantiene a lo largo del tiempo
(superior a 4 afios). Mayoritariamente, la carga de la enfermedad en la
poblacion, es decir el problema de salud publica que supone el cancer de
mama, no es secundaria a la mortalidad y si a la morbilidad generada por la
enfermedad recidivada y los tratamientos recibidos.

En términos de distribucion etaria, es el segmento de las personas con edades
comprendidas entre los 40 y los 64 afios el que aglutina la mayor cantidad de
afos ajustados con discapacidad, 56,8% (Fernandez de Larrea-Baz et al

2009).
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El analisis exploratorio de nuestras pacientes nos muestra una mediana
de edad al diagndstico de 62 anos con una desviacion tipica de 14,27, la
distribucion etaria en nuestra muestra sigue una distribucion normal como
puede apreciarse en el histograma realizado. Podemos inferir que nuestras
pacientes menores de 45 afios suponen un 16% de la muestra y mujeres
mayores a 75 afos otro 16% del global,

Estos datos se acercan a los recogidos en la encuesta poblacional realizada
por el grupo espaiol de investigacion en Cancer de Mama (GEICAM), a los
datos obtenidos en la serie de la Universidad de Salamanca y a los registrados
por el organismo de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales del Instituto
Nacional del Cancer de Estados Unidos (SEER).

En el estudio espanol (estudio de registros hospitalarios), se registraron
pacientes con cancer de mama diagnosticadas entre 1994 y 1997, recogieron
datos de 10791 pacientes. La edad media fue de 57 anos. El 10,5% eran
menores de 40 afos (6,3% < 35 afnos), el 46% tenian entre 40 y 60 afios y
43,4% tenian mas de 60 anos (GEICAM 2004, Martin et al.2006).

En el trabajo de Gonzalez del Rio la mediana de edad fue de 58,9 afios,
levemente inferior a la mostrada en nuestra serie. (Gonzalez del Rio 2011)

En la serie publicada por Ries se analiza un registro poblacional con 302763
mujeres con cancer de mama. El 6,48% de las pacientes fueron menores de 40
afos, entre 40-60 anos el 41,7% de las pacientes, el 51,8% de las mujeres
fueron mayores de 60 afos (Ries et al.2007).

En nuestra serie no hemos encontrado correlacion de la edad con bcl-2 ni p53

a diferencia de lo comunicado por Soerjomataram (Soerjomataram et al. 2008),
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la correlacidn encontrada con el indice Ki-67 sigue la linea de los datos
descritos por Cluze (Cluze et al. 2009).

En la misma linea que los datos de la literatura en nuestra serie confirmamos
mediante un modelo de regresion suavizada (Thernau et al.2000, Garcia Pérez
2005), que las pacientes mas jovenes, menores de 40 afios y las mayores de
60 tienen un peor prondstico que las mujeres entre 40 y 60 afios si
consideramos el tiempo a la progresién y la supervivencia causa especifica
(Kroman et al.2000, Soerjomataram et al.2008, Ries et al.2007, Yancik et al.
2001,Bouchardy et al.2003, Cluze et al. 2009).

En nuestro trabajo, en el 98,4% de los casos la afectacién fue unilateral, con
una distribucion similar en ambas mamas y en el 1,6% de los casos la
afectacion fue bilateral. En la serie de GEICAM se mantiene la distribucion de
frecuencias de cancer de mama unilateral, y el 0,9% fueron tumores bilaterales
sincroénicos.

La distribucion de tipos histologicos diagnosticados en nuestra serie es
superponible a lo publicado en diferentes series, los carcinoma ductales
infiltrantes supusieron el 83,5% de la muestra, 7,9% carcinomas lobulillares,
2,6% de las pacientes tuvieron carcinomas tubulares, 13 pacientes con
carcinoma medular (2%), 11 carcinomas mucinosos (1,7%), 10 carcinomas
papilares(1,5%), 2 carcinomas sin especificar tipo, 1 carcinoma adenoide
quistico, 1 carcinoma apocrino (GEICAM 2004, Martin et al.2006, Ries et al.
2007, Carter et al.1989, Gonzalez del Rio 2011).

Respecto a la clasificacion de nuestras pacientes segun el sistema TNM,
hemos seguido la cuarta edicion (Hermanek et al.1997). En la categoria T, mas

de la mitad de las pacientes tuvieron tumores menores a 2 cm, y un 85% de las
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pacientes tuvieron tumores menores de 5 cm. Tres pacientes (0,5%) no
pudieron clasificarse por haberse realizado exclusivamente una biopsia. En las
series de Fisher y colaboradores, Carter y colaboradores la proporcién de
mujeres con tumores T2 fue mayor que la de pacientes diagnosticadas con
tumores T1, esta diferencia podria ser el resultado de los programas de cribado
poblacional implantados. Otras series, mas recientes, como las ya
referenciadas de GEICAM y Ries obtienen datos superponibles a los recogidos
en nuestra serie (Ries et al.2007, Fisher et al.1969, GEICAM 2004, Martin et al.
2006, Carter et al.1989, Gonzalez del Rio 2011).

Con respecto a los ganglios axilares afectados por el tumor. El 54,8% de las
mujeres incluidas en nuestro estudio no tenia afectacion ganglionar axilar (NO),
el 26,9% tuvo de 1 a 3 ganglios axilares afectados por el tumor, el 19,2 % tuvo
4 0 mas ganglios afectados por el tumor. Dentro de este grupo de 4 o mas
ganglios, el 9,5% de las mujeres tenian de 4 a 7 ganglios axilares, mientras
que el 8,7% tuvo 7 o mas ganglios afectos.

En 14 pacientes (2,2%) no se realiz6 estadificacidon ganglionar. Tomando en
conjunto las categorias T y N podemos resaltar el hecho que mas de la mitad
de las mujeres incluidas en nuestra serie presentaron tumores de pequefo
tamano y sin afectacion axilar en la mitad de los casos, en consonancia con lo
comunicado en series recientes como la de Rakha y colaboradores (Rakha et
al. 2008).

El grado histologico se informd como bien diferenciado en 200 pacientes
(31,1%). Moderadamente diferenciado se consider6 en 267 casos (41,5%) y
pobremente diferenciado en 171 casos (26,6%). En 5 casos (0,8%) no se

informd grado histolégico.
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La expresion de receptores de estrogenos en los tumores de nuestras
pacientes fue alta, ya que el 79,3% expresaron receptores de estrogenos.

En cuanto a los receptores de progesterona, estos se encontraron expresados
en el 52,7% de la muestra, hallazgos similares a los comunicados por
Dunnwald y colaboradores (Dunnwald et al. 2007).

En 86 casos se demostrd sobreexpresion de Her-2 (13,4% de la muestra).

La diferencia en las frecuencias comunicadas en el diagndstico del grado
histologico, en la expresion de receptores hormonales y Her-2 con respecto a
otras series puede deberse a la variabilidad existente entre observadores a la
hora de catalogar el grado histoldgico o al porcentaje de pacientes con
ausencia de determinacion de receptores hormonales o a diferencias en la
técnica de determinacién de los mismos (GEICAM 2004, Martin et al. 2006,
Sivridis et al. 2006, Kollias et al.1997, Gonzalez del Rio 2011).

Con respecto al tratamiento recibido por nuestras pacientes, esté se
llevo a cabo segun las indicaciones consideradas como mejor estandar de los
servicios de Cirugia General (Unidad de Mama), Oncologia Radioterapica y
Oncologia Médica del Complejo Hospitalario Universitario de Orense. De las
mujeres incluidas en el estudio el 48,2% fueron sometidas a mastectomia
radical modificada y 51,8% fueron sometidas a mastectomia segmentaria. La
mayor parte de las pacientes 90,4% fue sometida a linfadenectomia axilar. En
35 mujeres se realiz biopsia selectiva de ganglio centinela (5,4%) y en 27
casos (4,2%) no se realizé ninguna intervencion sobre la axila. Esta distribucion
se debe fundamentalmente a que en estos afios la biopsia selectiva del ganglio
centinela era una técnica para la que nuestro centro estaba en proceso de

acreditacion.
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Cuatrocientas veintidos pacientes (65,6%) recibieron radioterapia adyuvante de
acuerdo al porcentaje de cirugias conservadoras y al numero de pacientes con
afectacion locorregional voluminosa.

Con excepcion de 4 pacientes (0,6%) en las que no se pudo documentar que
hubiesen recibido quimioterapia, 246 pacientes (38,3%) no recibieron
quimioterapia adyuvante mientras que 395 (61,4%) si recibieron este
tratamiento. De los tratamientos citostaticos administrados, ciento cincuenta y
cuatro mujeres (24%) recibieron tratamiento con ciclofosfamida, metotrexate y
5-fluorouracilo (CMF), 177 mujeres (27,5%) recibieron combinaciones con
antraciclinas (AC 6 FAC), 60 pacientes (9,3) recibieron combinaciones de
antraciclinas y taxanos y 2 pacientes (0,3%) recibieron otras combinaciones de
farmacos.

Ciento catorce mujeres (17,7%) no recibieron tratamiento hormonal alguno,
mientras que al 51,8% se les indicé tamoxifeno durante 5 anos, en el 23,5% se
administraron tamoxifeno y posteriormente un inhibidor de la aromatasa, en
consonancia con la frecuencia de pacientes con expresion de receptores
hormonales. Ninguna de las pacientes registradas recibié tratamiento con
Trastuzumab adyuvante puesto que en este periodo su actividad en secuencias
adyuvantes estaba en fase de estudio.

En el momento del cierre del estudio, 31 de Diciembre de 2009, la mediana de
seguimiento era de 89 meses (1-158).

La mediana de tiempo a la progresion de nuestra muestra no se ha alcanzado,
es por ello que utilizamos la media. La media de tiempo a la progresién es de

134,91 meses (IC 95% 130,56-139,26).
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De las pacientes que recayeron, 6 pacientes presentaron un cancer de mama
contralateral (0,9%) y 21 recayeron de forma locorregional (3,3%). El resto de
las pacientes, 93 (14,46%), sufridé una recidiva sistémica (visceral, sistema
nervioso central, ésea).

Cuatrocientas noventa y cuatro mujeres (76,8%) se encuentran vivas a la
finalizacion del estudio y 149 (23,2%) fallecieron. En 79 casos (12,3%) se
documento que la causa de muerte fue el cancer de mama y en 70 casos
(10,9%) se documentd una causa de muerte diferente al cancer de mama.

La supervivencia causa especifica a 5 afios fue del 92,4%, y del 85,7% a 10
anos. Lo aplicado a las medidas de tendencia central en el tiempo a la
progresion es valido para la supervivencia causa especifica. La supervivencia
media es de 144,27 meses (IC 95% 140,73-147,80). Esta cifra se situa un poco
por encima de la comunicada en otras series consultadas. Si bien la diferencia
podria explicarse por las diferentes caracteristicas de las pacientes incluidas
asi como de las caracteristicas clinicas de los tumores que padecian (GEICAM
2004, Martin et al.2006, Sant et al.2003, Gonzalez del Rio 2011).

El analisis de los factores prondsticos clasicos, de forma univariante, en
nuestra serie no es diferente a lo expuesto en la revision inicial por lo que no se
trataran en profundidad, salvo en el caso del valor de los ganglios axilares.

Las pacientes con afectacion de 4 a 7 ganglios axilares 6 de mas de 7
ganglios axilares exhiben diferentes curvas de supervivencia y esta diferencia
alcanz¢ la significacion estadistica a diferencia de los datos comunicados por
Fisher (Fisher et al.1997) y Sivridis (Sivridis et al.2006). Este hecho puede

apoyar la hipétesis de que existen diferencias de prondstico en un grupo hasta
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ahora considerado homogéneo como es el de pacientes con afectacion
ganglionar superior a 4 ganglios.

Como hemos citado previamente, la investigacion clinica en
biomarcadores en cancer de mama ha sido prolija en trabajos. La
determinacién inmunohistoquimica de biomarcadores tiene como ventajas la
facilidad de su aplicacién, el bajo coste, la reproducibilidad de los resultados, la
localizacion de las proteinas y su distribucion en las células tumorales, la
capacidad de deteccidn proteica en muestras pequefas, en fresco o ya fijadas.
Por el contrario las limitaciones de la técnica incluyen, una escasa capacidad
para cuantificar el contenido de proteinas, diferentes anticuerpos que
reaccionan con los mismo antigenos, escasa capacidad para detectar
modificaciones en las proteinas diana, ausencia de criterios estandarizados de
analisis e interpretacion (Idikio et al.2009).

Los estudios comunicados de Ki-67 utilizan diferentes metodologias (en
cuanto a procesado de muestras, anticuerpos utilizados y puntos de corte para
considerar la expresion alta) que hacen dificil la comparacion de resultados y la
estandarizacion de un método de determinacion (Yerushalmi et al. 2010).

En cuanto a los diferentes anticuerpos que se pueden utilizar, en nuestro
trabajo utilizamos MIB-1 y tomamos como punto de corte, 10% de células
tefidas para considerar un alto indice Ki-67 en consonancia con otros autores,
(Spyratos et al.2002, Marrelli et al.2006) que demostraron que un indice inferior
al 10% identifica tumores con un bajo potencial proliferativo.

Recientemente la conferencia de consenso de Sant Gallen ha recomendado la
determinacién rutinaria del indice Ki-67 para la identificacion del subtipo

molecular intrinseco del cancer de mama. El método considerado por los
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panelistas fue el descrito por Cheang y colaboradores que utiliza el anticuerpo
Ki-67 SP-6 y considera un punto de corte 6ptimo de 13,25% (14% recomienda
el panel de St Gallen). Constituye el primer intento de estandarizar la técnica
de determinacion de Ki-67 (Cheang et al. 2009, Goldhirsch et al. 2011).

En lo que respecta a la determinacién de la expresion de p53, en nuestro
trabajo utilizamos el anticuerpo anti-p53 clon DO7, y utilizamos un punto de
corte del 10% de células tenidas para considerar la positividad de la expresion
segun el criterio expuesto por Thor y colaboradores (Thor et al.1998).

La expresion de Bcl-2 fue determinada mediante el anticuerpo monoclonal,
anti-bcl-2 , clon 124, DAKO. La inmunotincion es citoplasmatica y se considerd
el caso positivo si mas del 10% de las células se encontraban tefidas
(Hellemans et al.1995, Kymionis et al.2001, Callagy et al.2006). No obstante
esta definicion de caso positivo no es universal, ya que otros autores
consideran diferentes puntos de corte (Gasparini et al.1995, Tsutsui et al.2003,
Rolland et al.2007).

Con respecto al analisis de la asociacion entre las diferentes co-variables,
existe asociacion estadisticamente significativa entre la variable tamafio
tumoral, afectacion ganglionar axilar, grado histolégico, expresion de
receptores hormonales, Her-2 y el estado de expresion de Ki-67.

Los tamaros tumorales mayores, la presencia de ganglios en la axila, el alto
grado histolégico y la sobreexpresion de Her-2 se asocian con indice Ki-67 alto.
Existe asociacion inversa entre la expresion de receptores de estrogenos y
progesterona y la expresion de Ki-67. Se observa en las tablas de contingencia
que valores altos de Ki-67 se asocian con ausencia de expresion de ambos

receptores hormonales.
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Estos datos son consistentes con los obtenidos y publicados por otros autores
(Spyratos et al.2002, Trihia et al.2003, Marrelli et al.2006, Viale et al.2008).
Existe asociacion estadisticamente significativa entre el tamafo tumoral, el
grado histoldgico, la expresion de Her-2 y la expresion de p53. La expresion de
p53 se asocia a un mayor tamano tumoral , un alto grado histolégico y a
sobreexpresion de Her-2 en concordancia con lo expuesto en series como las
de Lockwood, Yamashita y Tsutsui.

En lo que respecta a la relacién entre p53 y la expresion de receptores
hormonales, esta fue estadisticamente significativa e inversa, ya que la
expresion de p53 se asocia con la ausencia de expresion de receptores
hormonales (Lockwood et al.1999, Yamashita et al.2004, Tsutsui et al.2003).

El estado de expresidn de p53 en nuestra serie no se asoci6 con el estado de
afectacion ganglionar axilar. Estos resultados difieren de los publicados por
Rudolph y colaboradores, este grupo en pacientes con ganglios negativos
demostré relacion de p53 con las mismas variables analizadas por nosotros a
excepcion de la expresion de Her-2 (Rudolph et al. 1999).

Al igual que Callagy y colaboradores, no hemos encontrado asociacién
estadisticamente significativa entre el tamafo tumoral y el estado de expresion
de bcl-2 (Callagy et al. 2006).

En nuestras pacientes, la expresién de bcl-2 se asocié de forma signifitcativa
con tumores sin afectacion ganglionar axilar, tumores bien 6 moderadamente
diferenciados, sin expresién de Her-2 y con un indice Ki-67 bajo, estos
hallazgos son similares a los comunicados por observados Callagy y
colaboradores y Tsutsui y colaboradores (Callagy et al. 2006, Tsutui et al.

2003). La expresion de bcl-2 se asocié de forma significativa con la presencia
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de expresion de receptores estrogénicos y de progesterona. Nuestros datos
siguen la linea de lo comunicado por otros grupos (Gasparini et al. 1995,
Hellemans et al. 1995, Charpin et al. 1997).

La expresion de p53 se asocié de forma significativa a una pérdida de
expresion de bcl-2 en consonancia con la hipétesis confirmada en la serie de
Rolland y colaboradores (Rolland et al. 2007).

El analisis del tiempo a la progresion y de la supervivencia causa especifica de
la poblacion de mujeres con expresion de bcl-2 frente a aquellas con expresion
negativa de dicha proteina confirma el mejor prondstico de las primeras
respecto a las segundas. Hallazgos similares a los referidos por Rolland y
Callagy, si bien en estas series se utilizaron la supervivencia libre de progresion
y la supervivencia global como objetivos principales (Rolland et al. 2007,
Callagy et al. 2006).

Hemos seguido los postulados de Altman y colaboradores y de Royston y
colaboradores para el disefio de nuestro trabajo

Siguiendo la aproximacion metodoldgica de Royston, hemos decidido no incluir
bcl-2 como co-variable en el andlisis multivariante debido al elevado numero de
casos perdidos (14%) y a la consiguiente pérdida de potencia estadistica
calculada (60% para el analisis de tiempo a la progresion y 70% para el analisis
de supervivencia causa especifica), menor en todo caso al 80% habitualmente
utilizado (Altman et al. 1998, Royston et al. 2009).

Con respecto al analisis del tiempo a la progresion en nuestra serie, mediante
un modelo de Cox confirmamos un comportamiento no lineal de la edad

respecto a la progresion, las mujeres por debajo de 40 afios y por encima de
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60 anos tuvieron mayor riesgo de recaida que las pacientes comprendidas
entre 40 y 60 anos.

Los resultados observados en nuestra serie en términos de tiempo a la
progresion segun se consideren los factores prondsticos clasicos de forma
univariante (tamafo tumoral, grado histologico, expresion de receptores
hormonales y expresion de Her-2) son similares a los comunicados por otros
autores. Las pacientes con tumores menores de 2 cm, con ausencia de
afectacion ganglionar axilar, los tumores bien 6 moderadamente diferenciados,
la expresion de receptores de estrégeno, la expresion de receptores de
progesterona y la ausencia de expresion de Her-2 tuvieron mejor tiempo a la
progresion (Fisher et al. 1988, Pinder et al. 1995, Kollias et al. 1997, Ross et al.
2003, Martin et al. 2006, Ries et al. 2007, Dunwald et al. 2007, Rakha et al.
2008).

Con respecto al numero de ganglios afectados, el tiempo a la progresion medio
fue de 90,40 meses (IC 95% 79,61-101,19). Al agrupar a las pacientesen 4 a7
ganglios y mas de 7 ganglios. La media de tiempo a la progresién para las
mujeres con 4 a 7 ganglios afectos fue de 106,52 meses (IC 95%
92,19-120,93), para las mujeres con mas de 7 ganglios la media fue de 70,73
meses (IC 95% 57,48-83,98). La media de tiempo a la progresién es
significativamente diferente en estos dos grupos de pacientes lo que confirma
observaciones iniciales del grupo NSABP (Fisher et al. 1983) y contrasta con
los datos publicados por Sivridis y Fisher (Fisher et al. 1997, Sivridis et al.
2006).

Los resultados de tiempo a la Progresion segun la co-variable expresion de

Ki-67 en nuestro trabajo muestran que las mujeres con tumores con baja
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expresion de Ki-67 tuvieron una media de tiempo a la progresion de 134,49
meses (IC 95% 130,80-138,18). En las mujeres con tumores con expresién alta
de Ki-67 la media de tiempo a la progresion fue de 113,28 meses (IC 95%
105,12-121,43). La razdn de riesgo de recaida para las mujeres con tumores
con expresion alta de Ki-67 fue de 2,87 (IC 95% 1,96-4,19). A pesar de las
diferencias en poblacién incluida, métodos de determinacion y puntos de corte
utilizados en la valoracion de la expresion de Ki-67 los hallazgos estan en
consonancia a lo comunicado por Colozza, Azambuja y Stuart-Harris en los
metaanalisis que publicaron (Colozza et al. 2005, de Azambuja et al. 2007,
Stuart-Harris et al. 2008).

Las pacientes con tumores que no expresaron p53 tuvieron una media de
tiempo a la progresion mayor que las mujeres con tumores que expresaron
p53. La expresion de p53 (p53+) confiere peor prondstico. Estas pacientes
tienen 2,28 (IC 95% 1,41-3,54) veces mas riesgo de recaida que las pacientes
con p53 negativo, resultado que sigue la linea de lo mostrado por trabajos mas
clasicos como el metaanalisis de Pharoah o series mas recientes como la de
Lara y colaboradores (Pharoah et al.1999, Lara et al. 2011).

En el analisis multivariante se introdujeron todas las variables consideradas
segun los postulados de Royston y Altman ya invocados previamente (Altman
et al. 1998, Royston et al. 2009). El modelo de Cox realizado confirma que las
mujeres con edades inferiores a 40 afios o superiores a 60 afios, el tamafo
tumoral superior a 2 cm, la afectacion ganglionar axilar, y la expresion “alta” de

Ki-67 tienen mas riesgo de recaida.
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Con respecto a la supervivencia causa especifica en nuestra serie, de
las 643 pacientes incluidas en el estudio, fallecieron por cancer de mama 79, lo
que supone un 12,3% de los casos.

La supervivencia causa especifica a 5 anos fue del 92,4%, y del 85,7% a 10
afos. El analisis univariante de cada una de las covariables consideradas no
muestra diferentes comportamientos de los grupos de pacientes en funcién de
dichas covariables en linea con los trabajos publicados. En el caso de la edad,
las diferencias entre los grupos considerados alcanz6 la significaciéon
estadistica solamente para las mujeres menores de 40 afios.

En lo que respecta a la expresion de Ki-67 las pacientes con tumores con
expresion “alta “de Ki-67 tuvieron una supervivencia media de 121,34 meses
(IC 95% 113,80-128,88) frente a los 143 meses (IC 95% 140,48-145,53) de las
mujeres con tumores con expresion “baja”. La regresion de Cox, muestra un
exceso de riesgo de muerte por cancer de mama 4,69 veces (IC 95%
2,84-7,73) en las mujeres con expresion “alta” de Ki-67. Como ya se ha
reseflado previamente a pesar de las diferencias analiticas y metodoldgicas
que pueden existir entre nuestro trabajo y los comunicados en la literatura, los
resultados son concordantes con los publicados en los metaanalisis y en
trabajos mas recientes (Colozza et al.2005, de Azambuja et al.2007, Stuart-
Harris et al.2008).

Los datos de supervivencia obtenidos en las mujeres en funcion de la
expresion de p53 confirman que las pacientes con tumores que expresaban
p53 tenian 2,68 veces mas riesgo de muerte que las pacientes con tumores

que no expresaban p53.
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En el analisis multivariante, siguiendo los criterios que se utilizaron para el
analisis del tiempo a la progresion, se introdujeron todas las variables.
El modelo final incluye las variables, categoria T2-4, afectacion ganglionar
axilar superior a 3 ganglios, grado histolégico pobremente diferenciado y
expresion de Ki-67.
El tamafo tumoral, la afectacién ganglionar, el grado histologico y la expresion
de Ki-67 son variables prondsticas independientes de supervivencia causa
especifica en nuestra serie.
Para finalizar y a modo de resumen, las caracteristicas demograficas y
epidemioldgicas de nuestra serie son similares a otras publicadas en la
literatura. Los datos relativos a los resultados de tratamiento, tanto en tiempo a
la progresién como en supervivencia causa especifica son similares a series
publicadas nacionales como de paises de nuestro entorno. Cabe resefar que
pueden existir diferencias por el hecho de que nuestra serie sea un registro
hospitalario que puede generar sesgo de seleccidn de las pacientes 6 que las
caracteristicas demogréaficas o clinicas de las pacientes no sean del todo
homogéneas. En cuanto a la parte mas experimental, el analisis de expresion
de Ki-67 y p53 arroja resultados dispares con otros trabajos, se ha demostrado
de forma univariante y multivariante que una expresion “alta” de Ki-67 otorga
peor prondstico en tiempo a progresién y supervivencia causa especifica. Con
respecto a p53, su expresion se relaciond con menor tiempo a la progresion y
menor supervivencia causa especifica en el analisis univariante, no asi en el
multivariante.

La consistencia de nuestro analisis estriba en que hemos definido una

hipbtesis de trabajo biolégicamente plausible y avalada por la literatura, hemos
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seleccionado la muestra en base a criterios definidos tanto de inclusién como
de exclusién y la poblacién de pacientes ha sido tratada de forma homogénea
segun el estado del conocimiento en ese periodo y se ha determinado una
potencia estadistica obtenida con nuestra muestra dentro de los margenes
habitualmente recomendados (Altman et al. 1998). No obstante, la limitacién de
nuestros hallazgos derivan del hecho que se trata de un estudio retrospectivo,
y que nuestra muestra se extrae de un registro hospitalario como hemos

sefalado previamente (Altman et al.1998, Cabanes et al. 2009).
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10.- Conclusiones.

1.- El indice Ki-67 alto se asocié con paciente jovenes, tumores de mayor
tamafo, mayor afectacion ganglionar axilar, ausencia de expresién de
receptores de estrégenos y progesterona, sobreexpresion de Her-2 y expresion

positiva de p53.

2.- La positividad de p53 se asociéo con tumores de mayor tamaio, mayor
afectacion ganglionar axilar, ausencia de expresion de receptores hormonales,

sobreexpresion de Her-2 e indice Ki-67 alto.

3.- La positividad de bcl-2 se asocido con tumores de menor tamano, bien
diferenciados, con expresion de receptores de estrogeno y progesterona,
ausencia de expresion de Her-2, indice Ki-67 bajo y ausencia de expresion de

p53.

4.- En el analisis univariante, la edad, el tamano tumoral, la afectacion
ganglionar axilar, el grado histolégico, la expresion de receptores de estrogeno,
progesterona y Her-2 confirmaron su asociacion con el tiempo a la progresion y

con la supervivencia causa especifica.

5.- En el analisis univariante, el modelo de regresion obtenido con la
clasificacion ganglionar propuesta (NO, ningun ganglio afectado; N1, afectados
de 1-3 ganglios; N1, afectados de 4 a 7; N1, mas de 7 ganglios afectados)

describe mejor la supervivencia de nuestra serie que la clasificacion TNM.
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6.- En el analisis univariante, tanto el tiempo a la progresion como la
supervivencia causa especifica fue menor en las pacientes con indice Ki-67
alto frente a indice Ki-67 bajo, p53 positivo frente p53 negativo y bcl-2 negativo

frente a bcl-2 positivo.

7.- En el analisis multivariante, la edad inferior a 40 afos, el tamafio tumoral, la
presencia de 4-7 ganglios afectados o mas de 7 ganglios afectados y el indice
Ki-67 resultaron ser variables prondsticas independientes para el tiempo a la

progresion.

8.- El “risk score” para recaida obtenido de nuestra serie es:

e (0,77( menores 40 afios))+(0,96 (en caso de T2)) + (1,33(en caso de T3)) + (2,18 (en caso de T4))+(0,76 (en caso

de 4-7 ganglios)) + (1,73 (en caso de > 7 ganglios)) + (0,56 (en caso de indice Ki-67 alto))

9.- En el analisis multivariante, el tamafo tumoral, la presencia de 4-7 ganglios
afectados o mas de 7 ganglios afectados, el grado histolégico pobremente
diferenciado y el indice Ki-67 resultaron ser variables prondsticas

independientes para la supervivencia causa especifica.

10.- El “risk score” para mortalidad causa especifica obtenido de nuestra serie

es: e(0,861 (en caso de T2))+1,388 (en caso de T3) + 1,865 (en caso de T4)+0,978 (en caso de ganglios positivos
4-7)+1,889(en caso de ganglios positivos > 7)+0,876 (en caso de grado histoldégico pobremente diferenciado)+0,889

( en caso de indice Ki-67 alto))
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