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L INTRODUCCION

L. 1. Datos epidemiolégicos

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuentemente
diagnosticada en la mujer (32%de los canceres femeninos en EEUU y 34% en
Espaiia), y es la primera causa de muerte por cancer en la mujer en los paises
industrializados (en algunos paises comienza a ser desplazada por el cancer de
pulmén), y la segunda en Latinoamérica, Africa y paises del continente asiatico'.
En Espafia en 1994 supuso el 18.2% de todas las defunciones por cancer en el
sexo femenino, con una tasa de mortalidad de 29.3 por cada 100.000 mujeres. La
incidencia oscila entre 20 y 100 nuevos casos por 100.000 mujeres/afio, con una
gran variabilidad geografica; en Espafia varia entre 35 y 50 nuevos casos por
100.000 mujeres/aiio y el riesgo estimado de padecer esta enfermedad es de 1
cada 19 mujeres antes de los 74 afios de edad >* El riesgo va aumentando con la
edad, especialmente durante la etapa premenopausica. En los ultimos afios
asistimos a un incremento en la incidencia de cancer de mama, probablemente
relacionado con los programas de deteccion precoz. En Estados Unidos se ha
constatado sin embargo una reduccion en la mortalidad, atribuida precisamente
al diégnéstico en fases tempranas y a los avances en el tratamiento sistémico, a
medida que progresa el conocimiento sobre la biologia y comportamiento clinico
dellltumor. Aun asi, entre un 35 y 40% de las mujeres diagnosticadas de cancer
de mama recaen y fallecen por la enfermedad a lo largo de la evolucion de la

misma.
L. 2. Historia natural del cincer de mama

El comportamiento clinico del cancer de mama se caracteriza por una historia
natural prolongada y por una gran heterogeneidad en la evolucion de las
pacientes*. Estrictamente la historia natural de la enfermedad sélo podria
estudiarse en pacientes que no hubiesen recibido tratamiento de ningun tipo, lo
cual es dificil porque el cancer de mama se considera una enfermedad tratable
médicamente desde hace mas de doscientos afios y por tanto son escasas las
series bien documentadas de pacientes sin tratamiento. Una de ellas, publicada
por Bloom y cols’, incluye a 250 pacientes que ingresaron en el Hospital de
Middlesex (Inglaterra) entre 1805 y 1933. La mayoria presentaban un estadio
localmente avanzado o metastasico (23% estadio III y 74% estadio IV). La
mediana de supervivencia fue de 2.7 afios desde el comienzo de los sintomas, la



supervivencia a 5 y 10 afios del 18 y 4% y el indice anual de mortalidad del
25%. (Fig. 1). Este estudio permite apreciar que en algunas pacientes la
supervivencia del cancer de mama puede ser larga incluso sin recibir ningun tipo
de tratamiento. Mas recientemente la End Results Section of the Biometry
Branch del National Cancer Institute® publico los datos de supervivencia de una
~ larga ‘serie de pacientes diagnosticadas de céancer de mama y tratadas,
corregidos en funcion de otras causas de muerte distintas del cancer de mama.
La figura 2 representa la curva lineal de supervivencia relativa, que muestra dos
grupés claramente diferenciados de pacientesf uno de eilos, formado por'e1'60'%
de las pacientes, presenta una supervivencia superior a 10 afios y una tasa anual
de mortalidad del 2.5%,; el otro estd compuesto por pacientes con un curso
clinico més agresivo, cuya tasa de mortalidad anual -25%- es semejante a la de
la serie del Middlesex Hospital.

El céncer de mama es, por tanto, una enfermedad de larga evolucion y
heterogénea en su agresividad biologica, con subgrupos de pacientes de diferente
pronostico. Por esta razon es dificil hablar de curacion en esta enfermedad, y se
han descrito diferentes acepciones del concepto de curacion: curacion
‘estadistica, curacion clinica y curacion personal®. Un grupo de pacientes tratadas -
se considera est;idisticamente curado si su posterior tasa de mortalidad es igual a
la cualquier otro grupo de poblacion normal de la misma edad y sexo. El
concepto de curacion clinica se refiere a la aparente erradicacion de la
enfermedad en un individuo, de modo que tiene el mismo riesgo de muerte por
cancer de mama que otra persona de su edad y sexo. La curacion personal indica
que una paciente concreta vive el resto de su vida sin sintomas de cancer de
mama y fallece por otra causa.

Todos los estudios que intentan evaluar el indice de curacion estadistica en
cancer de mama tras el tratamiento establecen un riesgo de mortalidad
persistentemente superior al esperado para la poblacion normal. Las curvas de
supervivencia no llegan a coincidir en ningin momento, como demostraron
Brinkley y Haybittle’ en su serie de 704 pacientes del area de Cambridge (fig.
3), con un seguimiento minimo de 31 afios. Si bien la curva se aplana a los 10
afios del diagnostico, se han descrito recaidas y muertes por cancer de mama
incluso treinta afios después del diagnéstico®, El riesgo de recaida y muerte va
decreciendo a lo largo de los afios que transcurren desde el diagnostico, pero
nunca llega a ser nulo, ni siquiera en los grupos considerados de mejor



pronostico, como han demostrado los estudios sobre probabilidad anual (annual
hazard) de recurrencia, con medianas de seguimiento mayores de 12 afios’.
Nosotros mismos hemos podido comprobarlo en un grupo de 1972 pacientes
tratadas en el Hospital Clinico de Valencia entre 1982 y 1996'° (fig. 4): el riesgo
de recaida es mayor en los primeros dos afios, pero se mantiene incluso 10 afios
después del diagnostico.

Sin embargo hay un porcentaje de pacientes que llegan a estar
“personalmente” curadas: 26 % en la serie de Brinkley y Haybittle y 21% en la
experiencia del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center publicada por Adair y
cols'!. Es factible ademas establecer grupos con mejor o peor prondstico en
funcion de distintos factores. Clasicamente se ha establecido el prondstico
teniendo en cuenta dos factores principales: el tamaiio del tumor y el grado de
afectacion de los ganglios axilares, que desde hace mas de 100 afios se
consideran la primera via de diseminacién del cancer de mama. Rosen y cols'
publican los resultados en 382 pacientes con cincer de mama y ganglios
negativos, en funcion del tamaiio tumoral y con un seguimiento mediano de 18.2
afios. 80% de pacientes con tumores de tamaiio igual o menor a 1 cm, y 70% de
las pacientes con tumores de 1.1-2 cm estan libres de enfermedad a largo plazo.
Un estudio cooperativo promovido por la Universidad de Arizona®®, que recogi6
datos de pacientes tratadas en varias instituciones (Instituto de Tumores de
Milan, M.D.Anderson Cancer Center, Royal Marsden Hospital y centros
americanos adscritos al grupo SWOG) analiz6 una serie de 2578 pacientes con
cancer de mama, de las cuales 1014 -que presentaban un estadio II con
afectacion ganglionar- fueron tratadas tnicamente con cirugia y radioterapia.
Este grupo se compar6 con el grupo de pacientes que recibieron diferentes
regimenes de quimioterapia adyuvante. El estudio estratifico a todas las
pacientes en varios grupos, en funcion del nimero de ganglios afectos. Las
curvas de supervivencia publicadas, que demuestran menor probabilidad de
supervivencia cuanto mayor es la afectacion ganglionar, son clasicas en la
descripcion de la historia natural y factores pronodsticos en el cancer de mama

(Fig. 5).
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FIG. 1.- Supervivencia de 250 pacientes con cincer de mama no tratado. Serie de Midlcsex
Hospital (Modificado de: Bloom HJG et al. Natural history of untreated brcast cancer

[1805-1933]. BMJ 1962; 2: 213)5
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FIG. 2.- Supervivencia relativa de las pacientes con cincer de mama (todos los estadios) del
End Results Section, Biometry Branch, National Cancer Institute, 1977 (Fox MS. On the

diagnosis and treatment of breast cancer. JAMA 1979; 241: 489)6
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FIG. 3.-Curva de supervivencia de 704 pacientes con cincer de mama tratadas entre 1947 y
1950 y observadas durante 31 afios, comparada con la curva de supervivencia de la
poblacion normal. (Brinkley D, HaybittleJL. Long term survival of vvomen with breast

cancer. Lancet 1984; 1: 1118)
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FIG. 4.- Indice de riesgo anual de recaida en el grupo global de 1972 pacientes tratadas en
el Hospital Clinico de Valencia entre 1982 y 1986. (Azagra P et al. Natural history of breast

cancer. Annual hazard of recurrence after surgery. Eur J Cancer 1998; 34 [Supl 2J: 6) 10
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FIG. 5.- Probabilidad de supervivencia global y libre de enfermedad en pacientes con
cancer de mama en relacion con la afectacion ganglionar ( Modificado de Jones SE et all3:

Comparison of different tridis of adjuvant chemotherapy in stage II breast cincer using a
Natural History Data Base. Am J Clin Oncol 1987; 5:387-395).



I.3. Bases tedricas para el tratamiento del cincer de mama

Historicamente el tratamiento del cancer de mama ha experimentado
variaciones, de acuerdo con la evolucién de los conocimientos acerca de la
biologia y desarrollo tumoral'*.

Inicialmente se aceptd el modelo halstediano, que consideraba el cancer de
mama una enfermedad localizada, y los ganglios linfaticos una barrera defensiva
frente al tumor. Segun este rﬁodelb, el cancer éparecia'pr'irn'ariamente en la mama
y se extendia por contiguidad hasta los ganglios y desde ahi a las diferentes
localizaciones de metastasis. La estrategia terapéutica se orientd por tanto al
control local de la enfermedad, con procedimientos quirurgicos ampliamente
mutilantes.

El hecho de que la eficacia del tratamiento quirirgico no fuese completa, ni
siquiera en tumores localizados, condujo en la década de los 50-60 a la aparicion
de una segunda hipétesis, presentada por Keynes y Crile y completada por B.
Fisher'®, seglin la cual el cancer de mama era una enfermedad sistémica desde el
inicio, con capacidad de diseminacion ganglionar y hematogena. Incluso los
tumores de pequefio tamafio se consideraban una manifestacion temprana de la
enfermedad sistémica y la afectacion ganglionar equivalente a enfermedad a
di_'sfancia. Este modelo resté importancia al control local en el tratamiento de la
enfermedad, y sobre esta base se realizaron dos grandes estudios aleatorizados
que comparaban diferentes tratamientos loco-regionales (mastectomia radical,
mastectomia simple mas radioterapia locorregional, mastectomia y vaciamiento
axilar en funcion de la afectacion clinica, lumpectomia sola o con irradiacion
local), sin encontrar diferencias en supervivencia global ni en supervivencia libre
de enfermedad después de 14 y 9 afios de seguimiento'® !,

Apoyados en este modelo se han desarrollado también los estudios de
quimioterapia adyuvante y neoadyuvante, para erradicar las células tumorales
que puedan pasar al torrente sanguineo durante la cirugia, en el primer caso, o
para minimizar el nimero de células resistentes a quimioterapia que aparecen
con el crecimiento del tumor, y permitir ademas una cirugia menos agresiva en el
segundo. El efecto beneficioso de la hormonoterapia y de la quimioterapia
adyuvahte en el tratamiento del cancer de mama ha sido confirmado por
numerosos estudios, asi como por el metaanalisis llevado a cabo por el Early
Breast Cancer Trialists Collaborative Group'® sobre 33 ensayos randomizados



con 75000 pacientes. El tratamiento sistémico tras la cirugia reduce el riesgo de
recaida y muerte, y aunque la reducciéon es modesta supone en total un numero
importante de pacientes, dada la incidencia del cancer de mama en los paises
desarrollados.

Frente a la tesis anterior hay sin embargo argumentos de peso, como la
comprobada reduccion en mortalidad que han supuesto los programas de
diagnostico precoz al permitir la deteccion y tratamiento de la enfermedad en
estadios tempranos, asi como la demostracion de que el prondstico del cancer de
mama esta en funcion del tamaiio tumoral y de la afectacion ganglionar. Por este
motivo se ha postulado una tercera hipétesis, sostenida por Harris y Hellman®* '*
. El cancer de mama seria una enfermedad heterogénea que abarca un espectro
amplio de posibilidades, con una mayor proclividad a metastatizar en funcién del
tamafio tumoral, aunque para cualquier tamafio hay una proporcion de pacientes
metastasicas, asi como una proporcion de pacientes con enfermedad localizada.
La afectacion ganglionar puede ser un marcador de riesgo de enfermedad a
_ distancia, pero también puede ser el unico sitio de metastasis en muchas
pacientes. Unos tumores permaneceran localizados, otros metastatizaran en
funcion del tamafio y de la extensiéon locorregional, y otros probablemente
presentan ya metastasis ocultas en el momento del diagnostico, los cuales no son
controlables con tratamiento exclusivamente local. El mensaje terapéutico de
esta hipotesis es la necesidad de seleccionar para el tratamiento adyuvante o para
tratamientos sistémicos a aquellas pacientes que no resultarian curadas por el
tratamiento local, para no “sobretratar” ni “infratratar” a ninguna. Esto implica
conocer mejor la biologia y mecanismos de crecimiento y diseminacion tumoral,
y apoya la realizacion de estudios sobre factores pronosticos, que permitan una
orientacion terapéutica lo mas ajustada posible al riesgo de recaida.

I.4. Factores que influyen en el pronéstico del cincer de mama

Ya que no ha sido posible hasta ahora la identificacion por métodos directos
de los pacientes que desarrollaran metastasis a distancia, se han ido describiendo
los llamados factores prondsticos, que indirectamente predicen el riesgo de
recaida. Se trata de rasgos clinico-biologicos del ‘tumor estadisticamente
asociados a una mejor o peor evolucién clinica. Aunque incluimos todos estos
factores dentro del término de “factores pronésticos”, conceptualmente
diferenciamos los verdaderos factores pronosticos, que describen la historia



natural de un paciente con cancer de mama en estadio inicial y se asocian a un
mayor riesgo de recidiva o muerte por cancer cuando no se aplica ningun
tratamiento sistémico adyuvante, y los factores predictivos, que definen la
probabilidad de respuesta a un tipo particular de tratamiento. Hasta el momento
se han aceptado diferentes factores pronosticos clinicos, histologicos y
biologicos', todos los cuales cumplen los criterios del American Joint Commitee
on Cancer (AJCC): significacion estadistica, independencia de otros factores y
relevancia clinica, aunque unos estan mejor documentados clinica y
bioldgicamente que otros. La investigacion continua ha permitido consagrar una
serie de factores, que se utilizan en la clinica para orientar el tratamiento y
seguimiento de las pacientes, mientras que otros son todavia promesas o
realidades poco constatadas.

L.4.1. Factores pronésticos clisicos:

Los factores clasicamente reconocidos y utilizados en la clinica son
principalmente la afectacion ganglionar axilar, el tamaiio del tumor, el grado de
diferenciacion, la expresion de receptores hormonales y, mas dudosamente, la
edad. Factores también reconocidos pero menos utilizados clinicamente son el
porcentaje de células en fase S, la ploidia tumoral y la expresion de Ki-67 como
factores de proliferacion.

El factor pronéstico mas establecido es el nimero de ganglios axilares
positivos tras una diseccion axilar y un minucioso examen histolégico de todas
las adenopatias aisladas. Los ganglios axilares son el drenaje linfatico regional
mas importante de la mama, con una frecuencia de afectacion de casi un 50% al
diagnoéstico, porcentaje que esta disminuyendo gracias a los programas de
deteccién precoz. Anatémicamente se divide la axila en tres niveles: nivel I, o
proximal, situado por fuera del borde inferior del musculo pectoral menor; nivel
II, que comprende el tejido situado inmediatamente por debajo del pectoral
menor, y nivel III o distal, que se sitia por encima del pectoral menor. La
radicalidad de la diseccién axilar ha sido un tema controvertido en cuanto a su
funcion diagnostica, prondstica o terapéutica, como se ha comentado, con
autores que defienden la necesidad absoluta de una linfadenectomia completa

1*! mientras otros mantienen que es suficiente la diseccion de

hasta el tercer nive
los niveles I y II*2. Los resultados del ensayo de Fisher y cols'®, que no muestran
diferencias significativas entre tres diferentes tratamientos loco-regionales, han

llevado a aceptar la reseccion de los niveles I y II, que generalmente conlleva la
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exéresis de 10 o mas adenopatias, limite admitido para una adecuada
aproximacion pronostica.

Conforme se incrementa el numero de ganglios axilares infiltrados (o
positivos) mayor es el riesgo de recidiva y se reduce la probabilidad de
supervivencia®. La serie de Valagussa y cols®*, que incluye pacientes con cancer
de mama tratadas con mastectomia radical, muestra una supervivencia global a
los diez afios de un 80% en las pacientes sin afectacion ganglionar frente a un
38% en las qile ‘préséntén ganglios axilares afectos. También dentro del grupo de
pacientes con afectacion ganglionar hay diferencias segun el nimero de ganglios
afectos’: las pacientes a menudo se agrupan segiin tengan “ganglios negativos”,
“de 1 a 3 ganglios positivos”, “de 4 a 9 ganglios positivo™s 0 “10 o mas ganglios
afectos”. En pacientes con afectacion de 1 a 3 ganglios, mas del 50% habran
presentado recurrencias a los 10 afios de una mastectomia radical. Las pacientes
con mas de 10 ganglios tienen una incidencia de recidivas superior al 85% en el
décimo afio.

El tamafio tumoral, una de las primeras variables cuantificadas con
precision, constituye también un valioso factor prondstico. El tamafio tumoral se
refiere a la longitud méxima del componente invasivo medido en las secciones
‘microscopicas. Aunque se correlaciona bien con el numero de ganglios axilares
positivos, tiene valor pronodstico independiente, y es particularmente util en

13 5 Asi, las

definir el prondstico de las pacientes con ganglios negativos
pacientes con ganglios negativos y un tamafio tumoral inferior a 1 cm tienen un
pronostico mas favorable (menos de un 10% de recidivas) frente a un 17% de
recaidas si el tumor tiene un tamafio de 2-3 cm. Las pacientes con tumores
mayores de 5 cm (independientemente de su afectacion ganglionar axilar) tienen

una frecuencia de recidiva que sobrepasa el 70% a los 10 afios®.

El grado de diferenciacion del tumor, o grado histologico, ha demostrado
ser un importante factor pronostico’’. Su utilidad se ha visto limitada por su
pobre reproductibilidad®® % Las clasificaciones mas usadas son las de Scarff-
Bloom-Richardson y el grado nuclear de Fisher, aunque ambos sistemas son
frecuentemente usados en versiones modificadas®®. El primero establece tres
grados de diferenciacion basindose en criterios morfoldgicos (tendencia del
tumor a organizarse, pleomorfismo celular y nimero de mitosis), siendo los
tumores mejor diferenciados (grado I) los que se correlacionan con un mejor
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pronostico, mientras que los mas indiferenciados (grado III) se comportan de
forma mas agresiva.

Otros factores histopatologicos como la invasion vascular y linfatica y la
presencia de necrosis han sido descritos como importantes factores prondsticos
en series individuales, pero igualmente limitadas por su escasa reproductibilidad.

Entre los factores clinicos, la edad joven —inferior a 35 afios- al diagndstico
de esta enfermedad ha sido descrita como un factor pronostico adverso®" *? |
aunque su valor ha sido controvertido al asociarse a otros factores prondsticos
adversos (v.g. mayor afectacion ganglionar). Nuestro grupo comprobd, en una
serie de 1929 pacientes diagnosticadas de cancer de mama en estadios I a Il y
tratadas en nuestra institucion, que la edad inferior a 37 aiios es un factor de mal
prondstico para la supervivencia global y libre de enfermedad, independiente de
otros factores®. En la 6* Conferencia Internacional sobre Terapia Adyuvante en
Cancer de Mama (1998), se reconocié por primera vez la edad joven como un

factor pronéstico adverso independiente®®,

. Delos parametros bioquimicos, el mas importante es la presencia o ausencia
de receptores ‘estrogénicos y receptores de progesterona en el tumor®, que
actualmente se miden por métodos inmunohistoquimicos y que pueden realizarse
en muestras de muy pequeifio tamafio. Alrededor del 60% de los canceres de
mama expresan receptores estrogénicos, y su presencia confiere un prondstico
mas favorable, sobre todo para la supervivencia libre de enfermedad en los
primeros 5 afios*®. Esto sugiere que el estado de receptor estrogénico positivo es
una medida de la capacidad proliferativa del tumor, mas que de su capacidad de
metastatizacion. La presencia de los receptores de progesterona (RP) es también
un factor prondstico favorable, y los tumores que contienen RP tienen un menor
indice de metastasis. La asociacion de ambos receptores mejora el pronéstico. La
determinacién del estado de los receptores hormonales tiene una importancia
critica como factor predictivo de respuesta a la terapia hormonal. En nuestro
grupo, Azagra”’ 3% demostré con un estudio retrospectivo, que incluyo 1474
pacientes tratadas en nuestra institucion con un seguimiento mediano de 70
meses, el valor prondstico independiente de los receptores hormonales,
especialmente de los receptores de progesterona, en la supervivencia global y
libre de enfermedad del cancer de mama.
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Los parametros bioldgicos que miden la proliferacion celular del tumor
también han sido objeto de evaluacién como posibles factores pronosticos'’.
Entre estos se incluyen el indice mitotico, el indice de captacion de la timidina,.
el grado de ploidia y la fraccion de células en fase S (estos dos ultimos obtenidos
por citometria de flujo), y algunos anticuerpos dirigidos contra antigenos
asociados al ciclo celular®®. El pronéstico de los tumores que muestran una alta
actividad proliferativa es peor que el de los tumores mas quiescentes. El valor de
estos factores no esta claramente establecido, por la dificultad de estandarizacién
y homogeneizacién de las técnicas.

I.4.2. Nuevos factores pronéstico

Mas recientemente se van sumando nuevos factores que exploran el proceso
de oncogénesis y la diseminacion tumoral: Existe actualmente un interés
creciente en investigar el valor prondstico del receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico HER-2/neu (también denominado c-erbB-2). Este
oncogen se localiza en el cromosoma 17q21 y codifica una glicoproteina de 185
kD con un dominio transmembrana (receptor HER-2) cuya sobreexpresion se
asocia a un crecimiento tumoral mas agresivo®. El estado HER-2 positivo _
(detectado en el 20-30% de las pacientes, mediante FISH o inmunohistoquimica)
tiene, por tanto, un impacto negativo en la supervivencia de las pacientes con
carcinoma de mama, especialmente en las que existe afectacién ganglionar.
Ademas HER-2 puede ser un 1til factor predictivo®!, ya que las pacientes cuyos
tumores expresan altos niveles de HER-2 se benefician de una mayor
sensibilidad a los regimenes de quimioterapia que contienen antraciclinas* .

Hay una larga lista de otros posibles factores pronésticos en investigacion,
aunque ninguno ha sido verificado para su uso rutinario en la practica clinica,
incluyendo la presencia de enzimas proteoliticas como la catepsina B y D,
metaloproteinasas, activadores de plasmindgeno, o de proteinas que facilitan la
adhesion a la membrana basal, como la molécula de adhesion de las células
epiteliales EpCAM, las integrinas®, etc .

Todos estos elementos reflejan la agresividad tumoral y por tanto la
probabilidad de que el tratamiento local no consiga erradicar la neoplasia, por la
existencia de microdiseminacion previa, traducida en enfermedad residual
subclinica. La informacion que aportan estos factores ha permitido identificar
subgrupos de pacientes con mayor riesgo, a los que se han dirigido los
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tratamientos mas enérgicos, pero aun dentro de los grupos considerados de buen
pronostico hay un porcentaje considerable de recaidas y muertes por cancer® '
Para estas pacientes el tratamiento aplicado ha sido insuficiente, quiza porque la
ausencia de marcadores de mal prondstico no ha permitido reconocer el riesgo.
El otro gran obstaculo que encontramos es la imposibilidad de conocer a priori la
eficacia del tratamiento adyuvante por no disponer de métodos fiables que

pongan de manifiesto la enfermedad subclinica y su respuesta a los tratamientos.

L.5. El concepto de enfermedad micrometastisica o enfermedad minima
residual

La enfermedad minima residual es un concepto desarrollado principalmente
en neoplasias hematoldgicas, definido por la persistencia de enfermedad
subclinica tras el tratamiento, llamada enfermedad minima, sélo detectable por
técnicas sofisticadas y cada vez mas sensibles, que antes o después causa una
recaida clinicamente manifiesta.

Hace mas de 100 afios se describié por primera vez la presencia en sangre
periférica de células tumorales procedentes de neoplasias epiteliales, detectadas
al microscopio dptico con técnicas rutinarias**. Desde entonces se ha debatido
-~ ampliamente el significado clinico de las células tumorales circulantes, aunque
hasta hace 20 afios, debido a las dificultades en la deteccién,' no se habia
considerado relevante este hallazgo.

En los ultimos afios sin embargo se ha revalorizado su importancia y se han
desarrollado enormemente las técnicas de deteccidon, buscando poner de
manifiesto metastasis microscopicas ocultas a técnicas convencionales®. Los
estudios se han focalizado en la sangre periférica, como medio de transporte de
las células circulantes, y en la médula ésea como posible lugar de alojamiento de
las mismas, por dos razones: por un parte se ha extrapolado de las neoplasias
hematoldgicas el concepto de enfermedad minima residual, a medida que se
generalizd el uso clinico de la quimioterapia intensiva con soporte
hematopoyético para el tratamiento de tumores solidos. La posibilidad de
infundir productos contaminados con células tumorales llevé a investigar
diferentes métodos de deteccion de las mismas. Por otra parte, con el estudio de
los mecanismos de recidiva tumoral se ha ido consolidando la hipoétesis,
esquematizada en la figura 6, de la posible microdiseminacién antes, durante o
después de la cirugia, es decir, la liberacion de células aisladas al torrente
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circulatorio, que tras acantonarse en la médula 6sea darian lugar posteriormente

a las metastasis a distancia®. Estas células no son detectadas por las

exploraciones convencionales utilizadas para el estudio de extension en el

momento del diagnostico y permanecen clinicamente ocultas como enfermedad

minima residual tras el tratamiento. Dado que el objetivo del tratamiento

adyuvante es destruir el foco tumoral subclinico mas pequeiio que exista, resulta

del mayor interés la identificacion de células tumorales ocultas para investigar su -
papel en el proceso de diseminacion tumoral e intentar su eliminacion en caso de

que se demuestre esta influencia.

Con los nuevos procedimientos de laboratorio se han podido detectar células
neoplasicas aisladas en médula 6sea, y en menor medida en sangre periférica, en
pacientes con tumores solidos de estirpe epitelial, tanto en estadios avanzados

4. 4% Esto ha despertado gran interés, aunque su

como en fases precoces
significado clinico atn es poco conocido, por la informaciéon que puede aportar
sobre los mecanismos de desarrollo neoplasico y por la posibilidad de identificar
nuevos factores pronosticos que permitan un tratamiento mas ajustado al riesgo
- de recaida. De hecho se ha postulado ya —quiza algo precozmente- la inclusion
de esta caracteristica como factor prondstico facultativo dentro de la clasificaciéon
por estadios de la UICC (TNM). Un objetivo prioritario de la investigacion en
este campo es determinar la técnica optima de deteccion, con mayor sensibilidad
y especificidad, menor coste e inversion de tiempo y mayor facilidad de
reproduccion y comparacioén de resultados, que permita estudiar fiablemente el

valor pronostico y las implicaciones clinicas de este hallazgo.
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FiG. 6.- Metastatizacion de los tumores solidos: las células abandonan el tumor
primario como resultado de la proteolisis, invaden el sistema circulatorio y migran a nuevas
localizaciones, donde se establecen tras adherirse y atravesar la pared vascular de los
capilares. En estos sitios las células pueden sobrevivir muchos afios en forma de
micrometastasis, es decir, de células aisladas o pequeiios grupos celulares que no detectan
las exploraciones convencionales. En algin momento las células proliferan, estimulan la
angiogénesis y son capaces de formar metastasis en los distintos 6rganos (Pantel et al, J

Nati Cancer Inst 1999; 91, 1114)49.
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L6. Procedimientos de deteccion de células tumorales ocultas en tumores
de estirpe epitelial

En 1980 investigadores del Royal Marsden Hospital y del Instituto Ludwig
de Londres comunicaron por primera vez la posibilidad de detectar células
epiteliales extrinsecas en médula dsea de pacientes con cancer de mama
mediante el uso de anticuerpos frente al antigeno epitelial de membrana
(EMA)*®> ', que permitia diferenciar células hematopoyéticas de células
epiteliales. Hasta entonces la investigacion en este campo no habia alcanzado
especial importancia, dado que en fases precoces los métodos estandar raramente
conseguian poner de manifiesto células aisladas (Ridell y Landys encontraron un
3-7% de células tumorales en médula 6sea de pacientes con cancer de mama no

metastasico > >

). En los ultimos afios, sin embargo, se han desarrollado métodos
de laboratorio de tipo inmunoldgico o molecular, dirigidos a localizar proteinas
celulares o fragmentos de acidos nucleicos amplificados, que han conseguido
identificar células tumorales en médula 6sea en un porcentaje elevado de casos.
Las técnicas mas frecuentemente utilizadas han sido la determinacion
inmunocitoquimica de marcadores de superficie o citoplasmaticos, la

inmunofluorescencia, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y, en menor
54,55

, como indica la tabla 1.

medida, el cultivo celular

Citologia convencional : Alta
Inmunocitoquimica 1: 10°a 1:10° Alta
Citometria de flujo 1: 10*a 1:107 Baja
Cultivos celulares Variable Alta
PCR 1: 10°a 1:10” Baja

L6.1 Inmunocitoquimica

Actualmente la mayoria de los estudios utilizan métodos
inmunocitoquimicos, que han demostrado utilidad clinica y elevada sensibilidad
y especificidad®®, como procedimiento base o como referencia para la deteccion
de células tumorales ocultas en médula 6sea o sangre periférica, o en otros
tejidos como ganglios linfaticos. La técnica se basa en el uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra marcadores celulares especificos, como el
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antigeno epitelial de membrana (EMA), mucinas o diferentes citoqueratinas. Es
laboriosa y requiere experiencia, pero se ha preferido antes que otras porque
permite verificar la deteccion mediante evaluacion morfologica de las células
tefiidas. Mas adelante nos ocuparemos de ella con detenimiento.

L.6.2. Citometria de flujo

Consiste en el analisis automatico mediante inmunofluorescencia de células
marcadas con complejos de anticuerpos monoclonales y fluorocromos®. El
ordenador acumula y analiza en poco tiempo la informacion recibida de las
sefiales emitidas por millones de células. Las ventajas de esta técnica son la facil
reproducibilidad, la rapidez de procesamiento y la posibilidad de analizar
multiples parametros simultaneamente. La desventaja estriba en la escasa
sensibilidad cuando el numero de células tumorales es bajo (menor de 1: 10.000
células mononucleadas), ademas de que no diferencia células tumorales de
células normales falsamente tefiidas, por lo que en cualquier caso seria necesaria
la evaluacion microscopica manual. Estas dificultades pueden ser solventadas en
un futuro enriqueciendo las muestras mediante separacion inmunoma,gnética5 Ty
.seleccionandolas mediante un analizador automatico, que las localice para su
revision morfologica (ACIS; Chroma Vision Medical Systems, San Juan
Capistrano, California) *® . -

1.6.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR ha sido ensayada ampliamente en tumores solidos desde 1990, en
que Smith y cols comunicaron la deteccion de células de melanoma en sangre
periférica con este método™. No puede emplearse aqui la misma aproximacion
que en las neoplasias hematologicas, al no disponer por el momento de
marcadores genéticos especificos para casi ningin tumor sélido, de modo que
se utiliza la técnica de PCR reversa ( RT-PCR) para rastrear la presencia de
células malignas aisladas, identificadas mediante secuencias de genes de
productos tisulares como citoqueratinas, mucinas, factor de crecimiento
epidérmico y otras proteinas®® ¢ %% % La sensibilidad es incluso mayor que la de
la inmunocitoquimica (detecta 1 célula tumoral por cada 10 millones de células
mononucleadas), y puede realizarse con mas rapidez y coste mas moderado,
pero el inconveniente por ahora es la dificultad para cuantificar las células
detectadas y para homogeneizar los resultados de los distintos grupos, asi como

64, 65

la baja especificidad (mayor frecuencia de falsos positivos) , atribuible a
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contaminacion de las muestras, presencia de inhibidores en la propia muestra y
., ., ’ 7 4 [4P4 66
también a la expresion de proteinas especificas por células no neoplasicas™.

1.6.4. Cultivos celulares

El cultivo celular es otro método de deteccion, comunicado por primera vez
por Hamburger y Salmon en 1978%, que analiza el crecimiento in vitro de las
colonias tumorales. Varios investigadores han utilizado una modificacion de este
método para cultivar colonias neoplasicas procedentes de médula 6sea o de
sangre periférica y asi determinar su potencial de crecimiento®®. Se ha visto asi
que las colonias pueden crecer incluso cuando la contaminacion tumoral es tan
baja como 1 célula por cada 2 millones de células hematopoyéticas normales,
aunque también se ha comunicado que el potencial proliferativo es limitado en el
tiempo69 y que con frecuencia las células permanecen quiescentes. Tedricamente
es la técnica mas adecuada, al ser la unica que permitir medir la viabilidad y
capacidad clonogénica de las células tumorales, pero no es facilmente
reproducible ni utilizable con un numero elevado de muestras, pues necesita
entre 4 y 8 semanas de cultivo en condiciones muy especiales, con la
consiguiente facilidad de contaminacion y la dificultad en diferenciar si la falta
de crecimiento se debe a malas condiciones del medio o a la ausencia de células.

La inmunocitoquimica es por ahora el método estandar de deteccion de

9
55,49 con

micrometastasis en médula O0sea, sangre periférica y ganglios linfaticos
capacidad para identificar una célula tumoral por cada dos millones de células
mononucleadas, mientras que las otras técnicas continian considerandose

experimentales.
L.7. Deteccion de células tumorales ocultas mediante inmunocitoquimica
L.7.1. Procedimiento y controversias en torno al mismo

La inmunocitoquimica utiliza anticuerpos monoclonales que se unen a
antigenos tumorales pero no a células del tejido circundante, de modo que las
células “marcadas” pueden ser puestas de manifiesto mediante alguna técnica de
tincion, con una enzima que reacciona con un agente colorante. En el caso de la
busqueda de células tumorales ocultas en médula o6sea, sangre o ganglios
linfaticos la clave estd en seleccionar anticuerpos especificos para antigenos
epiteliales, no expresados por las células hematopoyéticas, que reconocen células
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epiteliales extrinsecas en estos 0rganos. La técnica de revelado mas utilizada es
la de fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina (FAAFA). Las células tefiidas son
facilmente reconocibles mediante observacion microscopica, que permite
diferenciar células neoplasicas de células falsamente positivas por su aspecto
morfoldgico. En conjunto es un método costoso, tanto desde el punto de vista
econdmico como por el tiempo que requiere, pero hasta el momento es el mas

sensible y especifico *" %% ™

, Y por eso se considera el estandar y modelo para
comparar con el resto de procedimientos, a pesar de lo cual los resultados
obtenidos difieren considerablemente entre los distintos grupos. En
consecuencia, y aunque el nimero de trabajos y por tanto el total de pacientes
estudiadas es numeroso, no ha sido facil extraer conclusiones fiables para su

aplicacion clinica.

Entre los distintos estudios publicados hay diferencias llamativas tanto en la
frecuencia de deteccion de células micrometastasicas ocultas (que varia entre un
2 y un 60%, aunque en los ultimos estudios, mas homogéneos y con mayor
numero de pacientes, se va concretando en torno a un 30-40%) como en el valor
prondstico de este hallazgo, que para algunos autores es un factor prondstico
independiente. y fuertemente asociado a mayor riesgo de recaida y muerte,
mientras que para otros no influye lo mas minimo en el prondstico. La disparidad
en_los resultados se ha atribuido a la diversidad ‘metodologica’: distintos
numeros de muestra, distintos anticuerpos con variable sensibilidad vy
especificidad, diferencias en la cantidad de material analizado, numero de
localizaciones de extraccion de médula, el momento de la extraccion en relacion
con la cirugia, etc, y también a una considerable variedad interpersonal al leer las
preparaciones. En el experimento llevado a cabo por el European Working
Group for Standardization of Tumor Cell Detection de la International Society of
Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) se detectaron discrepancias
entre los siete laboratorios que participaron, tanto en el nimero de células
consideradas positivas en cada preparacion como en la fraccion de muestras
positivas y negativas’>.

Como consecuencia este grupo ha publicado unas recomendaciones basicas
para la estandarizacion de la técnica inmunocitoquimica de deteccion de células
tumorales en médula dsea y sangre periférica’> Basadas en la bibliografia, estas
normas especifican el nimero de localizaciones de puncion recomendado (al
menos dos puntos), la cantidad de material que se debe aspirar (40 cc), el niimero
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minimo de células para estudiar (4 x 10°, la mitad incubadas con el anticuerpo
especifico y la otra mitad con el control inespecifico) y el tipo de anticuerpo que
parece mas sensible y especifico (anti-citoqueratinas), asi como pautas para
evaluar la calidad técnica de las preparaciones y categorizar las células tefiidas,
diferenciando las claramente neoplasicas de las claramente negativas, dudosas y
artefactos. La exhaustividad de las recomendaciones dificulta el procedimiento,
que ha sido descrito algo mas sencillamente en las publicaciones mas recientes’

La utilizacion de anticuérpos frente a citoquefatinas 8, 18y 19, tipiéas de
estructuras epiteliales de naturaleza glandular, parece ofrecer mayor sensibilidad
y especificidad que otros, como el anti-EMA o anti-mucinas, que tienen mas
probabilidad de reaccionar con células hematopoyéticas. La literatura describe
reacciones cruzadas de los anticuerpos anti-EMA y antimucina con células
plasmaticas o con precursores mieloides. En teoria tampoco se puede excluir la
expresion de citoqueratinas por células mesenquimales, pero numerosos
hallazgos negativos en pacientes sin enfermedad neoplasica conducen a pensar
que la expresion de citoqueratinas en las células normales dentro de la MO es
extremadamente rara, y no detectable por inmunocitoquimica’®. Las células
falsamente positivas generalmente son células epiteliales de origen epidérmico,
facilmente distinguibles de las células neoplasicas

El momento de la deteccion, antes o después de la cirugia, se ha debatido
ampliamente. Hay algunos trabajos que muestran un aumento de la diseminacion
de células tumorales a la circulacion sistémica durante la cirugia, pero no hay
evidencia de que esto se relacione con peores resultados clinicos. Weitz y cols
analizan mediante PCR muestras de sangre de pacientes con cancer de colon y
detectan células tumorales en 30 de 65 pacientes, de los cuales la mitad sélo
presentd células circulantes en las muestras tomadas durante o después de la
cirugia”. Molino y cols, sin embargo, encuentran - células  inmuno-
citoquimicamente positivas en médula Gsea de pacientes con cancer de mama en
una proporcion de 37% si el aspirado es obtenido inmediatamente antes de la
cirugia y en un 17% si se extrae varias semanas después, postulando que quiza
las células en médula 6sea sean mas bien células circulantes atrapadas en los
sinusoides medulares’®. Para otros autores las tasas de deteccién pre y post-
cirugia son comparables’’. Por ahora no hay ninguna recomendacion especial
sobre esto; la eleccion del momento mas adecuado se subordina a la organizacion
interna de cada institucion.
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Se investiga también sobre la importancia de realizar varias extracciones
repetidas, en diferentes momentos del seguimiento. Heiss y cols demostraron el
importante valor pronostico de las determinaciones repetidas en pacientes con
cancer gastrico’®. En pacientes con cancer de mama, Molino y cols” apreciaron
que la frecuencia de aspirados “positivos” al realizar tres determinaciones
seriadas con intervalos de 8 meses no variaba significativamente: 31.2% en la
primera, al diagndstico; 24.3% en la segunda y 27.8% en la tercera (efectuada
solo en las pacientes con médula “positiva” en la segunda determinacion) .
Aunque un tercio de las pacientes experimentaban cambios en el estatus medular
a lo largo del seguimiento, no se encontré relacion de este hecho con el riesgo de
recaida o muerte, a diferencia de Braun y cols® para quienes la presencia de
células tumorales en otros momentos del seguimiento tiene aiin mas importancia
para el prondstico que la determinacion inicial.

Esta demostrado que el nimero de localizaciones de punciéon aumenta el
rendimiento de la técnica. Algunos autores describen haber realizado
extracciones de hasta 8 puntos diferentes*®, y las normas recientemente
establecidas por la ISHAGE aconsejan al menos cuatro-  localizaciones de
extracciénn. Logicamente esto solo es factible cuando las extracciones se
realizan en quiréfano, antes o después de la intervencion quirirgica sobre la
mama, bajo anestesia general, por lo que este criterio no es util como referencia
para la practica habitual. La mayoria de los trabajos publicados Gltimamente
seleccionan dos puntos de extraccion (ambas crestas iliacas), lo que permite
identificar a mas del 90% de las pacientes positivas®® El estudio de las diferentes
localizaciones de extraccion por separado no afiade ningun dato de interés*.

Se discute, por ultimo, el medio mas adecuado para realizar la determinacién
(médula 6sea, ganglios linfaticos o sangre periférica) y el tipo de pacientes que
pueden beneficiarse mas de su realizacion. Revisaremos estos aspectos en los
siguientes apartados.

1.7.2 Lugar de determinacion

Se han utilizado métodos inmunocitoquimicos para identificar células
tumorales aisladas de diferentes tumores en médula Osea, sangre periférica y
ganglios linfaticos.
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a) Células tumorales ocultas en médula ésea (tabla 2)

Las revisiones de Pantel*’, Jauch*® y Moss®® recogen trabajos que describen
la presencia de células tumorales aisladas en la médula 6sea de un amplio
porcentaje de pacientes diagnosticados de diferentes neoplasias, ya sea en estadio
localizado (17-54% de los pacientes) o diseminado (hasta un 70% de los
pacientes), tanto en aquellas que frecuentemente metastatizan en el hueso -
cancer de mama, prostata, vejiga, rifion, etc- como en las que no dan metastasis
Oseas con frecuencia: ovario, colon, estobmago, cabeza y cuello, etc. En concreto,
en pacientes con cancer de mama, se detectan células tumorales en médula 6sea
en un 17-48% de pacientes con ganglios negativos, 30-50% de pacientes con
enfermedad axilar y la mayoria de las pacientes con enfermedad avanzada. En el
caso de las neoplasias urologicas, aproximadamente un 30% de los pacientes
tienen micrometastasis en el momento de la cirugia inicial. La incidencia en
pacientes con neuroblastoma, cancer de colon y pulmoén es similar, y mayor aun
en otros canceres digestivos como los de es6fago y estobmago (hasta un 45% de
los pacientes).

El metaanalisis citado de Funke y Schraut” recoge los resultados de 20
eestudios, sobre un total de 2494 pacientes con cancer de mama (11 estudios),
colon y recto (2), estomago (2), pulmén (2), eséfago, pancreas y tumores de
cabeza y cuello. La prevalencia mediana de células tumorales ocultas en médula
Osea es de 35% en cancer de mama y 38% en el resto. Los veinte estudios
difieren en el nimero de pacientes incluidos, nimero de células de médula 6sea
estudiadas (entre 100.000 y 5.000.000), anticuerpo seleccionado (20 anticuerpos
diferentes, aunque los mas frecuentes son los dirigidos contra el antigeno
epitelial de membrana y frente a citoqueratinas citoplasmaticas), procedimiento
de tincion y grupo control utilizado, todo lo cual conduce a resultados muy
dispares entre los distintos grupos. Las autoras recomiendan encarecidamente la
realizacion de estudios con técnicas mas homogéneas.
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TABLA 2.- Estudios inmunocitoquimicos de deteccién de células tumorales ocultas en
médula 6sea (Modificada de Pantel et al, J Natl Cancer Inst 1999)49

Tipo de tumor Marcador N° de pacientes % de células (+) Referencia
(estadio)
Cancerdemama  EMA, CK 100 (I-III) 38% Harbeck®
TAG 727 (I-I1I) 43% Diel
Céctel 109 (I-I1) 31% Molino ”
EMA 350 (I-III) 25% Mansi®?
CK 552 (I-I1I) 36% Braun’®
CK 65 (IV) 16/73% Janni®*
(local/sistémica)
CK 44 (IV) 16% Fetsch®
Cancerdecolon  CK 18 88 32% Lindemann®
Céncer géstrico CK 18 180 53% Jauch®’
Cancer de eséfago CK 90 40% Thorban®
Cancer de pulmén  CK 43 (operable) 40% Cote®
CK 18 139 60% Pantel™
Cancer de ovario CK 108 (I-11I) 30% Braun®'
Céncerdepancreas CK = 49 48.9% Roder”

* EMA. antigeno epitelial de membrana; CK: citoqueratina; TAG 12: glicoproteina asociadaa
tumor

b) Micrometastasis ocultas en ganglios linfaticos:

Igual que la médula osea; los ganglios linfaticos son otro lugar de
diseminacion tumoral oculta a los métodos convencionales, que pueden no
detectar la afectacion en un porcentaje importante de casos, como han sefialado
practicamente todos los estudios realizados. Sin embargo no se han puesto de
acuerdo en atribuir importancia pronostica a este hallazgo, porque el numero
insuficiente de pacientes limita el poder estadistico de los trabajos. Para
establecer el valor pronéstico en el caso del ciancer de mama, varios
investigadores americanos y europeos’ realizaron un estudio multicéntrico que
demostrd el incremento en la deteccion de células tumorales con el analisis
inmunohistoquimico ganglionar frente al convencional, asi como el peor
prondstico de las pacientes con micrometastasis ganglionares que aquellas en las
que no se demuestra afectacion adenopatica micrometastasica. Estudiaron
mediante anticuerpos frente a citoqueratinas los ganglios axilares de 736
pacientes consideradas Ny tras el estudio histologico rutinario. Detectaron
metastasis ocultas en un 20% de las pacientes, con una mayor tasa de deteccion
en las pacientes con tumores de mayor tamaifio (26% en los >2cm frente a 16%
en los en los <2 c¢m). Llamativamente, 40% de las pacientes con carcinoma
lobulillar invasivo o mixto lobulillar y ductal , y 15% de las que tenian
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carcinoma microinvasivo presentaron células tumorales ocultas. La presencia de
metastasis ocultas resulté ser un factor pronostico independiente fuertemente
significativo para la supervivencia global y libre de enfermedad so6lo en pacientes:

postmenopausicas.

Algunos autores como Diel y Cote’ sostienen que la presencia de células
ocultas en médula 6sea predice el curso de la enfermedad mejor que el estatus
ganglionar axilar, y que por tanto esta técnica puede reemplazar a la diseccion
axilar, al menos en pacientes con tumores pequefios y sin signos clinicos de
afectacion ganglionar. Aun asi se tiende mas bien a combinar ambas técnicas,
ampliando el analisis inmunohistoquimico a los ganglios axilares. Relihan y
cols’ publicaron que el estudio habitual del ganglio centinela unido a la
busqueda de micrometastasis en médula 6sea mejora la estadificacion del cancer
de mama. Recientemente dos grupos de investigadores alemanes (Gerber y
cols®, y Braun y cols’’) han comunicado los resultados de sus trabajos, en los
que la deteccion de células ocultas en médula 6sea se combina con el estudio
inmunohistoquimico de ganglios axilares en pacientes con ganglios negativos
por técnica convencional. Ambos grupos encuentran células tumorales ocultas en
un porcentaje de adenopatias consideradas negativas (6 y 11% respectivamente).
Pantel y Cote®” concluyen que la inmunohistoquimica puede cambiar el estatus
ganglionar de negativo a positivo en un 5 a 20% de las muestras analizadas, y el
estudio del ganglio centinela mediante esta técnica reduce los falsos negativos
practicamente a cero. Esto abre un campo interesante de investigacion, que no ha
prosperado mucho por el momento al ser minimas las diferencias que se
observan en la tasa de recaidas entre las pacientes positivas y negativas, lo que
obliga a trabajar con poblaciones muy numerosas para llegar a conclusiones
validas.

c) Células tumorales circulantes en sangre periférica:

La sangre periférica se ha analizado sobre todo en aféresis de pacientes
sometidas a quimioterapia a dosis altas y trasplante autologo de sangre periférica
(TASPE), comparativamente con médula Osea obtenida en el harvest. Pecora y
cols.”® detectan contaminacion de aféresis de sangre periférica en 3-22% de
pacientes con estadio IV de cancer de mama, frente a 36-82% en la médula osea
de las mismas pacientes. La misma diferencia se aprecia en pacientes en estadios
IT y III (4-16% de positividad en sangre periférica versus 36-55% en médula
osea). Claramente se percibe que la sangre periférica tiene menor riesgo de
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contaminacion que la médula dsea, si bien el mayor nimero de aféresis parece
aumentar la probabilidad de contaminacién’. Es preciso en cualquier caso ser
cautelosos, puesto que algin grupo'® ha detectado células citoqueratina-
positivas en aféresis de donantes sanos, sin que se conozca su significado, que en
principio no parece patolégico. Otros grupos que han investigado la presencia de
células ocultas en sangre periférica no han conseguido detectarlas mas que en
porcentaje minimo, incluso aunque se hayan identificado en la médula 6sea de
los mismos pacientes”.

Por tanto la sangre periférica, a pesar de su facilidad de obtencion, no parece
un medio Optimo para la deteccion de enfermedad residual. Los nuevos
procedimientos de enriquecimiento e inmunoseleccion celular pueden cambiar
este criterio en el futuro®’, pero por ahora la médula Osea es el lugar mas
investigado para la identificacion de enfermedad subclinica diseminada, por su
relativa accesibilidad y su demostrada condicion de reservorio de células
tumorales ocultas. Concretamente el espacio medular de las crestas iliacas es un
lugar de intercambio intensivo de células entre la sangre y el intersticio
mesenquimal®, lo cual explica que se hayan detectado células tumorales ocultas
- procedentes incluso de tumores que generalmente no metastatizan en hueso,
como el cancer de colon.

" L.8. Deteccion de células tumorales ocultas mediante inmunocitoquimica
en médula osea de pacientes con cancer de mama

En los ultimos diez afios se han llevado a cabo, como hemos visto, multitud
de estudios que investigan la presencia de células tumorales ocultas en médula
osea de pacientes con cancer. La presencia de micrometastasis ha sido mas
extensamente estudiada en el cancer de mama, donde las metastasis Oseas
constituyen el lugar mas frecuente de recidiva. Revisaremos los estudios mas
relevantes, tanto en pacientes con tumor localizado como en estadios avanzados.

1.8.1. Cancer de mama localizado

Harbeck y cols®' examinaron aspirados de médula dsea de 100 pacientes con
cancer de mama no metastasico, obtenidos por puncion en seis localizaciones
diferentes inmediatamente después de la cirugia. La técnica de determinacion
combiné dos anticuerpos monoclonales anti-citoqueratina y anti-EMA, que
permitieron detectar células tumorales aisladas en 38 pacientes (38%), sin
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relacion estadisticamente significativa con otros factores pronosticos
establecidos. Casi un 50% de las pacientes sin afectacion ganglionar axilar
presentaba células oculta en médula 6sea.

Diel y cols®? estudiaron inmunocitoquimicamente con anticuerpos frente a
la mucina TAG 12, aspirados de médula 6sea de 727 pacientes con cancer de
mama obtenidos antes de la cirugia mediante puncion de dos localizaciones
diferentes. Encontraron células tumorales aisladas en 55% de 367 pacientes con
cancer de mama y ganglios axilares afectos, y en 31% de 360 paciénies sin
afectacion axilar. La presencia de células en MO se relacioné con el mayor
tamafio tumoral, la afectacion ganglionar y la menor diferenciacion histologica.

Molino y cols” objetivaron un 31% de positividad en aspirados de médula
6sea de 109 pacientes con cancer de mama estadios I y II, extraidos 2-4 semanas
después de la cirugia y estudiados mediante un pool de anticuerpos
monoclonales frente a diversos antigenos de células epiteliales. No encontraron
asociacion estadistica con otros factores prondsticos.

El grupo inglés de Mansi y cols® publico en 1999 el estudio con
seguimiento mas largo hasta el momento (152 meses), que incluy6 una poblacion
de 350 pacientes con cancer de mama no metastasico, en el momento del
diagnostico, de las cuales s6lo 14% tenian mas de 4 ganglios afectos y sélo 27%
eran T3 o T4. Tras la cirugia, 141 pacientes recibieron tratamiento adyuvante,
95 con hormonoterapia, y 35 con quimioterapia, mayoritariamente sin
antraciclinas. La extraccion de la médula se realizé inmediatamente antes de la
cirugia, en varios puntos de puncién, y emplearon un anticuerpo monoclonal
anti-EMA para caracterizar las células. La frecuencia de positividad en MO fue
25% (89 pacientes), menor que en otros estudios similares. Encontraron
asociacion estadistica con el tamafio tumoral (19% de pacientes TO-2 y 40% de
pacientes T3-4 tienen médula dsea positiva), ganglios afectos (médula positiva
en 19% de las pacientes No y 33% de pacientes N.) e invasion vascular, pero no
con los receptores hormonales ni el estado menopausico.

El grupo de Braun y cols”, que mantiene desde hace afios una productiva e
interesante linea de investigacidon sobre deteccion y caracterizacion de células
micrometastasicas en diferentes tumores solidos, estudio la médula 6sea de 552
pacientes con cancer de mama en estadios I, II y III, obtenida mediante aspirado
de ambas crestas iliacas posteriores, asi como un grupo control de 191 pacientes
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con patologia mamaria benigna. De las 251 pacientes con afectacion ganglionar,
72 eran postmenopausicas o con positividad para receptores de estrogenos y
progesterona, y recibieron hormonoterapia adyuvante, mientras que las restantes
179 recibieron quimioterapia. A 56 pacientes sin afectacion ganglionar se les
prescribié hormonoterapia adyuvante mientras que las otras 245 no recibieron
ningun tratamiento adicional. La técnica inmunocitoquimica de deteccién, con
anticuerpo  A45-B/B3 ha sido descrita en varias ocasiones y validada
suficientemente por los mismos investigadores’".

Este grupo encontrd células tumorales ocultas en un 36% de las pacientes
con cancer de mama no metastasico , incluyendo 33% de las pacientes con
ganglios negativos y 22% del grupo con factores tedricamente “mejores” : No,
gradol 6 2, tamafio menor de lcm, receptores hormonales positivos. El nimero
mediano de células inmunocitoquimicamente positivas fue bajo, 3 por cada 2
millones de células hematopoyéticas. La exclusion de las muestras con menos
células que el nimero mediano no cambié los resultados estadisticos. En relacion
con otros factores prondsticos, se detecto asociacion estadistica con el nimero de
ganglios afectos, el tamafio tumoral y el grado histologico.

1.8.2. Pacientes con cancer de mama metastisico

Los estudios son mas escasos en pacientes con estadios avanzados, en los que
la enfermedad diseminada es visible por otros métodos.

Janni y cols* analizaron inmunocitoquimicamente aspirados medulares de
65 pacientes con cancer de mama en recaida. Describen la presencia de células
micrometastasicas en un 16% de las pacientes con recidiva local y en un 73% de
pacientes con recaida a distancia.

Fetsch y cols®® estudiaron la médula 6sea de 44 pacientes con cancer de
mama incluidas en varios ensayos clinicos del National Cancer Institute,
mediante citomorfologia e inmunocitoquimica, y encuentran positividad medular
en 7 pacientes (16%), todas ellas con enfermedad en estadio IV. La tasa de
deteccion fue muy baja comparada con otros estudios, lo cual puede explicarse
por el nimero escaso de pacientes y la irregularidad de técnica empleada, todo lo
cual impide extraer conclusiones utiles.
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Engel y cols™ han publicado los resultados de su interesante trabajo sobre

células tumorales circulantes en pacientes con cancer de mama y ovario, 23 de
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ellas con enfermedad metastasica. Las muestras no proceden de la médula 6sea,
sino de sangre periférica enriquecida mediante esferas inmunomagnéticas, y la
técnica no es inmunocitoquimica sino una combinacion de fluorescencia-
hibridacion in situ (FISH), pero el trabajo sirve para ilustrar como las células
circulantes en pacientes metastasicas reflejan perfectamente la agresividad
tumoral, al presentar un porcentaje significativamente mayor de aberraciones
cromosdmicas que las células circulantes procedentes de tumores localizados.
Por tanto el comportamiento de estas células puede predecir de forma fidedigna
la evolucion tumoral. El interés teorico de la presencia de células tumorales en
médula Osea en pacientes con metastasis es evidente, como factor prondstico de
respuesta a quimioterapia y de supervivencia, y por la informacion que se puede
obtener acerca del comportamiento tumoral en una paciente concreta.

En resumen, utilizando anticuerpos monoclonales frente a antigenos de
membrana o citoplasmaticos en preparaciones de células mononucleadas aisladas
de aspirados de MO se puede encontrar células tumorales ocultas en un 25-60%
de pacientes con cancer de mama no metastasico o en recaida local, y hasta en
un 70% de pacientes con cancer de mama diseminado. Es interesante destacar
que la tasa de deteccion es muy similar en pacientes con cancer de mama y con
otros canceres que metastatizan infrecuentemente en hueso. Sin embargo, en
estadios avanzados (M1) las células tumorales ocultas en médula osea se
observan mas frecuentemente en el cancer de mama que en el de colon, lo que
podria indicar que las células de cancer de mama encuentran mejores
condiciones de crecimiento y supervivencia en el ambiente de la MO que las
células de cancer colorrectal®

1.9. Implicaciones clinicas de la deteccion de células tumorales ocultas en
médula dsea de pacientes con cancer de mama

L9.1. Asociacion con factores prondsticos
a) Clasicos

La correlacion de la presencia de células tumorales ocultas en médula 6sea
con los factores prondsticos ya establecidos, en el momento del diagnodstico, ha
sido una cuestion planteada frecuentemente en los distintos estudios publicados.
Los datos son controvertidos. Como muestra la tabla 3, hay autores que detectan
asociacion entre la presencia de células tumorales en médula 6sea y factores
como estadio mas avanzados, mayor tamafio tumoral, mayor afectacion
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ganglionar y grado histolégico mas elevado, mientras que otros no encuentran
ninguna relacion. Diel y cols®?, detectan una correlacién significativa entre la
positividad medular y el tamafio tumoral, la afectacion ganglionar y el grado
histolégico tumoral. El grupo de Mansi y cols®® describe que la presencia de
células positivas para EMA (antigeno epitelial de membrana) se asocia
significativamente al tamafio tumoral, a la afectacion ganglionar y a la

102 comunican asociacion con la

infiltraciéon microscdpica vascular. Fox y cols
angiogénesis y con la expresion de receptores hormonales. Braun y cols™
confirman estas observaciones en su estudio con 552 pacientes diagnosticadas de
cancer de mama estadios I, II y III. Sin embargo Harbeck y cols®, y Molino y

cols” no detectan asociacion con ningin factor prondstico establecido.

En el caso de pacientes en recaida, Janni y cols®® encontraron correlacion
estadisticamente significativa con el lugar de recidiva (local versus sistémica, y
osea versus visceral), pero no con el numero de localizaciones de metastasis.

b) Nuevos factores prondsticos

. Son escasos 0 no existen los estudios que relacionan la preséncia de células
tumorales ocultas en médula Osea y nuevos marcadores de- proliferacion,
invasion y  metastasis como la fraccion S, catepsinas y otras enzimas
proteoliticas. Braun y cols'® han comunicado un peor prondstico en las
pacientes con células tumorales ocultas en médula 6sea que sobreexpresan el

SerbBZ

receptor p18 , codificado por el oncogén erbB2: de 52 pacientes estudiadas,

tras un seguimiento mediano de 64 meses, han recaido 21 de las 31 pacientes

con células citoqueratina y p185°°2

positivas y 7 de las 19 pacientes
citoqueratina (+) p1857™52 (-). Se ha detectado ademas correlacién significativa
con la invasion vascular® y con el desarrollo de nueva vascularizacion
(angiogénesis), factor fundamental para el crecimiento y diseminacion tumoral.

192y Mac Donnell'® han resaltado la importancia de este hallazgo por sus

Fox
implicaciones terapéuticas, entre las que se cuenta el potencial beneficio de los
farmacos antiangiogénicos frente a la enfermedad minima residual detectada en

médula oOsea.
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TABLA 3.- Relacién de las células tumorales ocultas con factores pronésticos en el cincer
de mama

Autores  Factor significativamente asociado

Haxbeck“, 1994 No correlacion

Diel®, 1996 Tamafio tumoral, afectacién ganglionar, grado histolgico
Molino 7 ,1997 No correlacién

Mansi® | 1999 Tamafio tumoral, afectacion ganglionar, invasion vascular.
Braun’®, 2000 Tamaiio tumoral, afectacién ganglionar, grado histologico

Fox ' Angiogénesis tumoral, grado histolégico, receptores estrogénicos
Janni ¥, 2000 Pacientes metastésicas: recaida osea

1.9.2. Valor pronoéstico

A pesar de la discordancia de resultados, parece cada vez mas claro que la
deteccion de células tumorales ocultas en médula osea de pacientes con cancer se
relaciona con un peor pronostico. Ni siquiera los investigadores que no detectan
asociacion estadistica con la supervivencia o las recaidas niegan el valor
pronostico de la enfermedad micrometastasica; unicamente recomiendan mas
estudios, y una interpretacion y aplicacion clinica cautelosa de los resultados. El
metaanalisis de Funke y Schraut ya descrito’' no encuentra en conjunto relacion
entre la enfermedad micrometastasica medular y la supervivencia global o libre
de recidiva en los estudios univariados ni multivariados. Sin embargo los -
estudios que incluyen mayor niumero de pacientes y con seguimiento mas largo
muestran que la presencia de células tumorales en médula dsea en el momento
del diagnostico es un factor fuertemente anunciador de recaida, y en tres de ellos
7. 8L 82 o5 un factor independiente en el analisis multivariado que incluye los
factores pronodsticos clasicos. En los trabajos anteriormente resefiados los
resultados son, en general, concordantes, excepto para Molino y cols”, que no
encuentran relacion entre este parametro y el nimero de recaidas ni la
supervivencia en el analisis estadistico (Tabla 4):

Harbeck y cols®', tras un seguimiento mediano de 34 meses, objetivaron
recaida en un 39% de las pacientes con MO positiva, frente a un 15% de las
pacientes con MO negativa. Esta diferencia resultd estadisticamente
significativa, y el analisis multivariado mostrd que la presencia de células en MO
es un factor de mal pronoéstico fuertemente significativo, tanto para la recaida
como para la supervivencia global.

Diel y cols® encuentran que la médula 6sea positiva es un factor de mal
pronostico independiente tanto para la recaida como para la reduccion en
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supervivencia global, especialmente en el grupo de pacientes con tamafio
tumoral inferior a 2 cm.

Mansi y cols® objetivan 189/350 (54%) recaidas a los 10 afios, la mayoria
en los primeros 5 afios. Un 66% de las pacientes con médula afecta recayd y un
53% falleci6 por enfermedad, frente a un 40 y 34% respectivamente de las
pacientes sin afectacién medular. Dentro del grupo de ganglios negativos, 50%
de las pacientes NoMOy.) recayeron frente a 36% de las pacientes NoMO(, La
conclusion es que la presencia de células tumorales en médula 6sea se asocia con
menor supervivencia global y libre de recaidas, pero no es un factor prondstico
independiente.

Braun y cols” describen una supervivencia global (4 afios de seguimiento)
significativamente mayor en las pacientes sin médula afecta (93%), frente a un
68% de las que muestran médula Osea positiva. Es interesante resaltar que estas
pacientes presentaron mayor frecuencia de recaida sistémica, especialmente osea,
mientras que las recaidas locales fueron similares en los dos grupos. También
tiene gran interés el analisis de supervivencia que realizan estos investigadores
uniendo el factor pronostico afectacion ganglionar con la afectacion
micrometastasica medular. Diferencian tres grupos de riesgo: el grupo de mejor
pronostico es el de “ganglios' negativos-médula negativa”, con supervivencia a
dpé afios casi del 100%, y el de peor pronostico es el de “ganglios positivos-
médula positiva”, con un riesgo relativo de mortalidad por céncer de 13,26 frente
al grupo anterior, y una probabilidad de supervivencia a dos afios menor del
50%. El grupo intermedio incluye a las pacientes con “afectacion ganglionar y
médula negativa” y a las pacientes “sin afectacion ganglionar con médula
positiva”, con un 80% de probabilidad de supervivencia a dos afios. El interés
clinico de esta clasificacion es evidente al separar pacientes de distinto riesgo
dentro de la clasica diferenciacion por afectacion ganglionar, lo cual puede
permitir ajustar mas la agresividad del tratamiento al riesgo de recaida de la
paciente (Fig. 6).

En el grupo de pacientes metastasicas descrito por Janni y cols®, este
hallazgo no tiene valor pronostico en las pacientes con recaida locorregional,
pero establecen un punto de corte de 2.5 células por millon a partir del cual la
mediana de supervivencia es significativamente menor en las pacientes con
recaida a distancia (17 meses en las pacientes con <2.5:10° células frente a 4.4
meses en las que tienen mas de 2.5:10°, con p<0.0001). La conclusién es que la
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presencia de células tumorales en médula dsea de pacientes con cancer de mama
metastasico representa un factor prondstico independiente para la supervivencia
global. El estudio de Fetsch y cols® no tiene un nimero de pacientes suficiente
para extraer conclusiones, aunque los autores describen una evolucién clinica
peor en las pacientes con médula positiva

TABLA 4.-, Valor pronéstico de la deteccién de las células tumorales ocultas en MO en el
cancer de mama

Autores  Asociacion significativa _Factor independiente
Harbeck et al®! SG Si
SLE Si
Diel et al SG Si
SLE Si
Molino et al”® No valor pronéstico No
para SG ni SLE
Mansi et al®? SG No
SLE No
Braun et ai’’ SG Si
. SLE (sistémica, dsea) Si
Janni et al :
SG (estadio IV) Si

* SG: Supervivencia global. SLE: Supervivencia libre de recidiva
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FIG. 6.- Grafico de supervivencia global para las pacientes con micrometastasis
detectadas inmunocitoquimicamente en médula ésea, estratificadas segiun la afectacion
ganglionar. El grupo de pacientes con micrometastasis y ganglios negativos tiene una
evolucién similar al de pacientes con ganglios afectos pero médula 6sea negativa. (Braun et

al. N Eng J Med 2000; 342: 525-S33)73
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Se discute si las células tumorales detectadas en médula 6sea son realmente
micrometastasis, con capacidad de crecimiento y diseminacion a distancia, o
simplemente células circulantes liberadas por el tumor, sin potencial
proliferativo, en cuyo caso no deberian ser consideradas como enfermedad
minima residual. El unico método para demostrarlo es el cultivo celular y
posterior implantacion en ratones atimicos, técnica que no puede utilizarse
rutinariamente, por lo que deben buscarse procedimientos indirectos. Varios
grupos han estudiado caracteristicas Bioiégicas de estas células como la
expresion de indicadores de proliferacion (Ki-67, p120, que aparecen en todas
las fases del ciclo celular excepto Gy) mediante técnicas de doble marcaje
observando una capacidad proliferativa reducida’ '®. Esto ha llevado a pensar
que la mayor parte de las células estan fuera de ciclo, en fase Go, “durmientes”.
Se supone que pueden permanecer asi afios y pasar a fase proliferativa en algun
momento de la evolucion, sin que por ahora se conozcan marcadores capaces de
detectar la activacion, aunque ya se ha comentado la observacion del mismo
grupo de investigadores'® acerca de una peor evoluciéon en las pacientes con
células tumorales ocultas en médula dsea que sobreexpresan el receptor p1857°22

Recientemente Tortola 'y cols'® han cuestionado el caracter maligno de las
¢élulas tumorales ocultas en la médula 6sea de pacientes con cancer de colon, al
detectar diferente clonalidad para las mutaciones del K-ras entre el tumor
primario y las células ocultas. La condicion neoplasica de estas células es clara,
sin embargo, tanto por su expresion fenotipica, que incluye un conjunto
heterogéneo de marcadores asociados a tumores (heterogeneidad que refleja la
conocida inestabilidad genomica de las células neoplasicas), como por las
aberraciones cromosomicas detectadas en los analisis gendmicos mediante
FISH'" ' La figura 7 muestra la variedad y frecuencia de expresion de
distintos marcadores por parte de las células tumorales ocultas en médula Osea.

Consecuentemente autores como Pantel’'*® y Hermanek!®® '®® recomiendan
reservar el término de micrometastasis para las agrupaciones celulares
microscopicas (menores de 3mm) con caracteristicas funcionales de proliferacion
como la neoangiogénesis verificable, reservando el término de células tumorales
aisladas, ocultas o circulantes para estas otras que se identifican en tan escaso
namero, si bien reconocen que la presencia de estas células indica un mayor
riesgo de metastasis y por tanto un pronostico desfavorable.
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FIG. 7.- Fenotipo de las células tumorales ocultas en MO: el rétulo indica porcentaje de
pacientes que expresan cada marcador (Modificado de Pantel K, von Knebel M Curr

Opin Oncol 2000)47
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1.9.3. Implicaciones terapéuticas

La aplicacion terapéutica de los conocimientos que se van adquiriendo acerca
de la enfermedad residual en médula Osea es por ahora una perspectiva mas que
una realidad. Los interrogantes sobre su utilidad en diferentes circunstancias son
constantes y estimulan la realizacion de estudios que en algunas situaciones son
ya numerosos mientras que en otros no pasan de meros apuntes. Se investiga su
empleo en el trasplante de célula germinal de sangre periférica en tumores
solidos, en el tratamiento adyuvante para evaluar la quimiosensibilidad tumoral,
en la seleccion y monitorizaciéon de nuevas modalidades terapéuticas o en la
identificacion de pacientes con elevado riesgo de metastasis Oseas. Se ha
sugerido el potencial interés de la determinacion en contextos clinicos como la
enfermedad metastasica o en las pacientes con muy probable recaida como son
aquellas sin enfermedad evidente en las que se elevan los marcadores tumorales

séricos durante el seguimiento'"”.

a) Aplicacion en el autotrasplante de sangre periférica

El tratamiento con altas dosis de quimioterapia y soporte hematopoyético con
células germinales de médula 6sea o sangre periférica ha sido ampliamente
utilizado para tratar pacientes con cancer de mama, con base en estudios fase II
que sugerian beneficio clinico en algunos grupos de pacientes con enfermedad
metastasica o de alto riesgo de recaida'''. Sin embargo los resultados
preliminares de la mayoria de los estudios fase III sugieren un escaso o nulo
beneficio del tratamiento con quimioterapia a dosis altas''> ''* En espera de los
resultados definitivos de los ensayos clinicos que continian activos, la
identificacion de factores prondsticos asociados a un mayor riesgo de recaida
postrasplante puede ayudar a definir mejor qué pacientes pueden beneficiarse de
esta aproximacion terapéutica. En estas pacientes uno de los teoricos
mecanismos de recaida que se han propuesto es la enfermedad minima residual
en la médula 6sea o aféresis de sangre periférica infundidas, mecanismo que ha
sido estudiado también en otros tumores solidos que potencialmente se
benefician del tratamiento con quimioterapia intensiva y soporte
hematopoyético''*.

Como en las otras situaciones, los resultados obtenidos en los distintos
estudios han sido contradictorios. Muchos investigadores han documentado la
presencia de células tumorales ocultas en los productos de aféresis 0 médula 6sea
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1 19% 13 pero hasta el momento

de pacientes con médula histologicamente norma
ningun estudio ha demostrado que la infusion de “stem cells” contaminadas con
células tumorales sea responsable de las recaidas postrasplante, ni esta claro st
las recidivas son causadas por persistencia de enfermedad sistémica, infusion de
células tumorales con capacidad clonogénica, o una combinaciéon de ambos
factores. Algunos grupos no han encontrado ninguna relacion entre la presencia
de células tumorales ocultas en los productos de aféresis y la evolucién clinica''®
17 Sin embargo hay varios trabajos que relacionan la presencia de células
contaminantes con la obtencion de peores resultados postrasplante®” s
hipétesis que nuestro grupo ha podido comprobar en 51 pacientes con cancer de
mama de alto riesgo de recaida tratadas en el Hospital Clinico de Valencia, de las
cuales 77% de las que habian recibido aféresis positiva (contaminada) recayeron,
frente a 25% de las que recibieron aféresis negativa, tras un seguimiento

119

mediano de 52 meses ~ Ademas, en varios tipos de neoplasias se han podido

detectar células marcadas, infundidas con el injerto, en localizaciones de
metastasis'2> 1!,

La disparidad metodologica y el escaso numero de pacientes, con situaciones
clinicas muy diversas, obliga a considerar los resultados con cautela. Se ha
preconizado la evaluacion de la médula 6sea de todas las pacientes candidatas a -
trasplante en busca de células tumorales ocultas, y el purgado de los productos

114 pero por ahora no deja de ser una

de aféresis para eliminar la contaminacion
aproximacion experimental. Hace falta realizar estudios bien disefiados con
adecuado numero de pacientes que permitan un analisis multivariado de los
datos, sin el cual es dificil determinar si la contaminacion del injerto es realmente
la causa de la recaida postrasplante o si es un marcador mas de agresividad

tumoral.
b) Utilidad en el tratamiento adyuvante:

Hace mas de 15 afios que esta bien establecida la eficacia del tratamiento
hormonal o quimioterapico adyuvante en el cancer de mama, ratificada por los
Consensos del NIG en 1985 y 1990. Ya se han comentado las conclusiones del
metaanalisis del Early Breast Cancer Trialists Collaborative Group'® sobre 33
ensayos randomizados con 75000 pacientes, segun el cual la reduccion en el
riesgo de recaida y muerte que aporta el tratamiento sistémico tras la cirugia,
aunque modesta, se traduce en un beneficio importante para muchas pacientes.
Hasta ahora la indicacion de tratamiento viene dada por un calculo de
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probabilidades, segin el riesgo de recidiva que sefialen los factores de mal
prondstico detectados en el estudio del tumor. Esto hace que en algunas
pacientes el tratamiento sea innecesario, y en otras insuficiente, y que no haya
otra forma de averiguarlo mas que observar la evolucion.

En esta situacion, se ha postulado que la determinacion de células tumorales
ocultas podria ser util en dos sentidos: por una parte, para seleccionar pacientes
de riesgo candidatas a tratamiento; por otra, para evaluar la quimiosensibilidad
del tumor ¥ . ‘

La mayoria de los autores recomiendan la determinacion de células ocultas
en médula 6sea antes de comenzar un tratamiento, para averiguar el efecto de los
diferentes farmacos sobre la eliminacion de estas células y la importancia
pronostica de ese efecto, pero por el momento so6lo se han publicado dos estudios
prospectivos dirigidos a evaluar la accion de la quimioterapia adyuvante sobre
las células residuales en médula dsea de pacientes con cancer de mama. Molino y
cols” incluyeron 125 pacientes con cancer de mama estadio I y I en un estudio
disefiado para apreciar la evolucion de las células ocultas en médula osea
mediante aspirados repetidos. En 73 pacientes de las que recibieron tratamiento
adyuvante, con ciclofosfamida-metotrexate-SFU (57) o tamoxifeno (16), se
realizod uha'segunda_ determinacién. La médula ésea fue positiva en 34% de las
pacientes al inicio y en 30% después del tratamiento (Tabla 5), sin diferencias
entre las que recibieron quimio u hormonoterapia. Braun y cols®® examinaron la
médula 6sea de 59 pacientes con carcinoma de mama inflamatorio o de alto
riesgo de recaida (mas de 4 ganglios axilares afectos) antes y después de la
quimioterapia neoadyuvante (23/59 pacientes) o adyuvante (36/59 pacientes) con
antraciclinas, combinadas o no con taxanos. La frecuencia de positividad fue
49,2% (29/59 pacientes) antes de la QT y 42.4% (26/59) después. Igual que en el
estudio de Molino y cols™, algunas pacientes con médula 6sea inicialmente
positiva no presentaban células tumorales en la 2° determinacion, mientras otras
con médula previamente negativa mostraban células tumorales tras el
tratamiento. Este efecto se observo en los dos grupos de pacientes (Tabla 5). Con
una mediana de seguimiento de 19 meses , la frecuencia de recaidas fue mayor
en las pacientes con médula Gsea positiva después de quimioterapia. ‘La
evolucion de las pacientes cuya médula se negativizo o positivizo fue igual que
la de las que previamente la tenian negativa o positiva, respectivamente. La
administracion de taxanos no mostré diferente efecto que la de antraciclinas.
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Los autores concluyen que los fairmacos citotdxicos utilizados actualmente
en el tratamiento del cancer de mama no parecen eliminar las células tumorales
ocultas en médula 6sea, a pesar de su probada eficacia en otras localizaciones. La
explicacion apuntada es la posibilidad de que esas células se encuentren en

- estado latente y no en ciclo celular. Esto deberia comprobarse en poblaciones
mas numerosas y con pacientes en todos los estadios, incluyendo pacientes
metastasicas.

TABLA S.- Efecto de la QT sobre las celulas ocultas en MO

NPacientes Molinoycols™ (=73 Brownycols® (n=59)

' CM inflamatorio  >=4 ganghos
Positivizacion de MO 10 4
Negativizacion 13 6 8
Permanece positiva 12 9 5
Permanece negativa 38 4 20

¢) Seleccion de nuevas modalidades terapéuticas

Varios investigadores han sugerido que el estudio de las células tumorales
ocultas en médula Osea permite caracterizar fenotipicamente la enfermedad
oculta para disefiar tratamientos especificamente dirigidos contra ella*” '** . Esta
ampliamente reconocida ya la utilidad terapéutica de los anticuerpos
monoclonales en neoplasias que expresan determinados antigenos; asi, los
anticuerpos anti-CD20 (Rituximab) en los linfomas y otras enfermedades

123, 124

linfoproliferativas , el anticuerpo anti CO17-1 A (Edrecolomab) frente a

moléculas de adhesion de las células epiteliales (EpCAM), que ha demostrado
actividad en el tratamiento adyuvante del cancer de colon'® '** y mas
recientemente, el anti-HER2/neu (Trastuzumab) frente a carcinomas de mama

con sobreexpresion del oncogén erb-2'%7.

Pantel y cols’ realizaron un estudio randomizado con el anticuerpo
monoclonal ABL 364, disefiado por los mismos autores, dirigido contra el
antigeno de membrana Lewis’, frente a placebo. Administraron 6 dosis de 100
mg en 2 semanas a pacientes con cancer de mama avanzado, y constataron una
deplecion significativa de las células citoqueratina- positivas en médula ésea, sin
afectar a las metastasis en otras localizaciones. Este efecto no se aprecio en las
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pacientes tratadas con placebo ni en las que no presentaban el antigeno
estudiado.

128 estudiaron la eficacia del anticuerpo monoclonal murino

Braun y cols
edrecolomab (administrado en una dosis unica de 500 mg) sobre células
tumorales ocultas en la médula 6sea de 10 pacientes con cancer de mama
metastasico. Las células fueron identificadas inmunocitoquimicamente por la
coexpresion de citoqueratinas y la molécula epitelial de adhesion EpCAM.
Apreciaron eliminacion completa de células tumorales (CK y CK/EpCAM+) en

4 pacientes, y sensible reduccion en el nimero de células en todas las demas.

Un inconveniente para esta aproximacion terapéutica es la marcada
heterogeneidad antigénica de las células tumorales en los tumores solidos, que

1'?2 han comunicado el

explica la eficacia s6lo parcial del tratamiento. Brauny co
aumento en el nimero de células tumorales identificadas mediante
inmunocitoquimica cuando se utiliza un “coctel” de anticuerpos anti erbB2,
CO17-1A, MUCI1 y Lewis’ ademas del anticuerpo frente a citoqueratinas,
concluyendo que la administracion de conjugados de anticuerpos monoclonales,

que actuen sobre las diferentes células, mejorara las respuestas.

Otra aproximacion interesante es la posibilidad de obtener lineas celulares a
partir de las micrometastasis, para la investigacion “in vitro” de la accion de
diferentes firmacos'?.

d) Identificacion de pacientes con riesgo elevado de metastasis 0seas: ya
se ha expuesto el alto riesgo de metastasis 0seas que aparentemente presentan las
pacientes con células citoqueratina-positivas en la médula 6sea. En el estudio
citado de Harbeck®, 7 (20%) de las 38 pacientes con médula Osea afecta
recayeron en hueso frente a O de las 62 pacientes sin afectacion medular. De las
- 552 pacientes incluidas en el estudio de Braun y cols”, 74 (14%) presentaron
recaida Osea durante el seguimiento, de las cuales 66 (89%) presentaban células
micrometastasicas en MO.

130 observaron una menor incidencia de metastasis, Oseas y

Diel y cols
también sistémicas, en un estudio con 302 pacientes diagnosticadas de cancer de
mama localizado, que presentaban células tumorales ocultas en la médula ésea,
asignadas aleatoriamente a recibir clodronato oral o0 a seguir un control clinico

estandar. Este es el unico estudio que utiliza como criterio de inclusion el factor

41



“afectacion micrometastasica medular”. Otros trabajos evaluan el efecto del
tratamiento antiosteolitico adyuvante con bifosfonatos (clodronato o
pamidronato oral) en pacientes con riesgo de metastasis Oseas, por recaida
extradsea o alto riesgo de recidiva en general, con resultados variables. Un
estudio randomizado (clodronato oral “versus” nada), realizado por Saarto y

Bl en 299 pacientes conafectacion axilar, no encontr diferencias en la

cols
frecuencia de metastasis Oseas entre los dos grupos, e incluso detectd6 mayor
numero de recaidas sistémicas en el grupo tratado con clodronato, mientras que
los responsables de un tercer ensayo randomizado y controlado con placebo que
incluye 1079 pacientes han comunicado los resultados de un analisis interino,
con evidencia de reduccion en la frecuencia de metastasis Oseas, sin mostrar

efecto alguno sobre las recaidas sistémicas'*2.

e) Tratamiento de la enfermedad metastisica: no hay estudios que
evaluen de forma prospectiva el papel de la deteccion de células tumorales en el
tratamiento de pacientes con enfermedad metastasica, pero Janni y cols® apuntan
una hipotesis similar a la comentada para el tratamiento adyuvante: aunque haya
otras localizaciones que posibiliten la valoracion de la enfermedad y de la
respuesta mediante técnicas de imagen, el estudio de la médula puede
proporcionar una valoracidn funcional sobre la persistencia de enfermedad
“residual, la quimiosensibilidad y el fenotipo tumoral para disefiar el tratamiento
mas adecuado.

f) Enfermedad minima residual en pacientes con marcadores tumorales
elevados:

La utilizacion de analisis seroldgicos para el seguimiento del cancer de
mama, como para otros tipos de cancer, ha sido desde hace afios una meta
atractiva, que idealmente permitiria abaratar y simplificar las exploraciones y
reducir ansiedad en los pacientes. Se ha ido definiendo el concepto de
marcadores tumorales, sustancias producidas o inducidas por la célula
neoplésica del tumor primitivo o de sus metastasis, cuantificables en liquidos
biolégicos o en el tejido tumoral, que reflejan crecimiento o actividad de la
neoplasia Muchas de estas sustancias son detectables en suero, y en algunos tipos
de tumores han demostrado una enorme utilidad, como en los tumores
germinales, en los que la cantidad de marcador en suero se correlaciona
estrechamente con la actividad de la enfermedad y permite monitorizar la
respuesta al tratamiento y realizar un seguimiento sencillo y fiable. La tabla 6
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muestra los marcadores tumorales mas utilizados en diferentes tumores. El
problema con la utilizacién de estas sustancias es la heterogeneidad en el
comportamiento de las neoplasias, de modo que en un porcentaje de casos no
elevan los marcadores a pesar de una evolucion agresiva o de una recaida
constatada. Por este motivo los marcadores tumorales séricos son un factor mas,
y no el tnico, en el seguimiento de los tumores solidos, que cuando se elevan
ofrecen informacion de interés acerca de la respuesta al tratamiento y del riesgo
de recidiva.

La elevacion de marcadores tumorales, confirmada por determinaciones
seriadas y no explicada por otra causa, obliga a descartar una recaida tumoral **
pero -excepto en los tumores germinales y en la enfermedad trofoblastica
gestacional- no se ha demostrado hasta el momento que la elevacion de
marcadores en un paciente asintomatico y sin otra evidencia de enfermedad sea
criterio para iniciar un tratamiento que por otra parte no carece de toxicidad'*’.
En estas condiciones la utilidad de la determinacion periédica de marcadores
tumorales no esta claramente determinada, e incluso no se ha incluido entre las

recomendaciones para el seguimiento que publica periddicamente la American
136, 137 :

- Society of Clinical Oncology, internacionalmente reconocidas

En el cancer de mama se han investigado diferentes marcadores séricos, de
los cuales el mas utilizado inicialmente fue el antigeno carcinoembrionario
(CEA), cuyos niveles se elevan en un 40% de las pacientes con céncer de mama
metastasico, y en un porcentaje menor de pacientes con recaida inminente, aun
no demostrada®*. La desventaja de este marcador estriba en una elevada tasa de
falsos positivos (hasta 30%) y una baja especificidad. Ultimamente no se
recomienda su utilizacion en el cancer de mama porque su elevacion suele
coincidir con enfermedad tumoral voluminosa en otras localizaciones, mientras
que su sensibilidad para detectar pacientes con enfermedad minima es muy
baja'™®.

En los ultimos 15 afios varios estudios han demostrado que la monitorizacion
de glicoproteinas de elevado peso molecular, tipo mucina, como el CA15-3,
CA549 y otros, en el suero de pacientes con cancer de mama es superior a la de
CEA'. La elevacion de CA15-3 en dos determinaciones seriadas puede predecir
la recaida en un 40-60% de pacientes libres de enfermedad. En nuestro grupo,

138,

Vizcarra®®® '3 demostrd, en 444 pacientes con céncer de mama libres de

enfermedad después del tratamiento inicial, que CA15-3 es mas sensible que
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CEA como indicador temprano de recaida, que la predice mas precozmente (7.5
meses vs 4.9) y que la determinacion simultanea de otros marcadores no ofrece
informacion adicional a la obtenida estudiando s6lo CA15-3.

Como ya se ha descrito para los tumores solidos en general, la situacion
clinica en la que se elevan los marcadores tumorales en una paciente con cancer
de mama, libre de enfermedad y sin evidencia de recaida, es un problema que por
ahora no tiene solucidon estandar. Los estudios de extension pueden localizar
metastasis en un porcentaje de pacientes, pero un nimero considerable no
presentaran enfermedad demostrable.en ese momento. Se especula que los

0 pero la posibilidad de que se

marcadores expresan enfermedad minima oculta
trate de falsos positivos no permite aplicar tratamiento citostatico a estas
pacientes hasta que no hay recaida demostrada. Algun investigador®® ha sugerido
que la deteccion de enfermedad residual medular en pacientes sin otra evidencia
de enfermedad puede proporcionar razones para administrar tratamiento

sistémico en un momento en que la enfermedad podria ser incluso ser curable.

No hay estudios que analicen la presencia de células tumorales en médula
Osea de las pacientes con marcadores elevados y sin enfermedad constatable,
pero esta en el aire la pregunta acerca del papel que dichas células ejercen en
esta situacion clinica.

En resumen: se han desarrollado técnicas con la suficiente sensibilidad y
especificidad como para detectar un nimero minimo de células tumorales
micrometastasicas en médula 6sea y, en menor medida en sangre periférica, de
pacientes con cancer de mama. Las investigaciones realizadas han ido
contestando una serie de preguntas acerca de la probabilidad de deteccion de
éstas células, de sus caracteristicas bioldgicas, del procedimiento mas adecuado y
del valor pronostico de este hallazgo. Es mucho lo que se ha dicho sobre la
enfermedad residual en médula dsea en pacientes con cancer de mama, pero
quedan muchas cuestiones insuficientemente resueltas, asi como clarificar los
resultados de los diferentes grupos para sentar las bases de posteriores
investigaciones. '
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i MARCADOR Caracteristicas  Patologia benigna Tumores Valor normal
. CEA Glicoproteina ~ Hepética Colorrectal (75%) <5 ng/ml
§ 180 kd Pancreatica Gastrico (10-30%)

Colitis ulcerosa Pulmoén

Tuberculosis Mama

pulmonar Ovario, endometrio

Insuf renal crénica Vejiga
: Fumadores Higado y otros
iCA15.3 Mucina Mamaria Mama <30 U/ml
: compleja Hepatica Ovario

300-450 kd Pancreatica Pulmén

L .. Infurinaria  Colorrectal
iCA 125 Glicoproteina ~ Endometriosis Ovario <35 U/mi
: 200-10000kd  Menstruacién (seroso, endometrioide)

Embarazo - Ca pulmdn no microcitico

Hepaticas LNH B mediastino

Ascitis, derrames  Pancreas
Enf. inflamatoria Gastrico

5 pélvica Colorrectal
iCA19.9 Oligosacarido ~ Obstruccion biliar Pancreas <40 U/ml
é 360-1000 kd Pancreatitis Via biliar
cronica Colorrectal
Hepatica Géstrico
Gastrointestinal Ovario mucinoso
Pulmonar Utero
‘AFP Glicoproteina Embarazo Hepatocarcinoma <11 nng/ml
= Oncofetal Hepitica Ca germinal de ovario o
70 kd testiculo no seminoma
'Beta-HCG  Hormona Embarazo Ca testiculo <3 mU/ml
3 3900 kd Enfermedad trofoblastica
gestacional
Pulmén
g Gastrico
: EnolasaNE ~ Enzima Pulmonar Ca pulmon oat cell <12.5 ng/ml

Tumores neuroendocrinos
Tumor de Wilms

... . .. .. ... .. SacomadeEwing
{CYFRA 21.1 Fragmento de la Renal Ca pulmén <3.3 ng/ml
citoqueratina 19 Pulmonar Ca del area ORL

30 kd Vejiga
i Cérvix
‘PSA Glicoproteina  Prostatica Cancer de prostata <4 (<50 a)
30kd Biopsia prostata <5 (>50 a)
:s§CC Glicoproteina ~ Hepdtica Ca epidermoides <2 ng/ml
... 48k Bilar L
{ Tiroglobulina Proteina Tiroiditis Ca tiroides papilar <25 ng/ml
deposito Puncion tiroidea  y folicular
- Cacitonina  Hormona Raro: Ca medular de tiroides <10 pg/ml
5 hiperparatiroidis- Tumores cresta neural

mo, enf Paget.
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II._ HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

El concepto sobre la evolucion del cancer de mama se ha modificado con los
afios hasta la aceptacion actual de esta enfermedad como un proceso sistémico
con un curso cronico, cuyo prondstico viene marcado por la diseminacion precoz
de células metastasicas por via hematdgena®. Como consecuencia de esta
concepcion, se ha desarrollado la cirugia conservadora y se ha reconocido el
papel beneficioso del tratamiento adyuvante sistémico como complemento de
tratamiento local'®, con base en su pfobablé accién sobre la enfermedad
micrometastasica subclinica. Se han identificado -y la investigacion continua
abierta- multitud de factores prondsticos' capaces de sefialar subgrupos de
pacientes con mayor riesgo de recaida y muerte, candidatas a tratamientos mas
intensivos.

Todos estos marcadores son detectables en la pieza inicial, pero no se
dispone de ninguin factor que permita evaluar, tras la extirpacion del tumor
macroscopico, el comportamiento de la enfermedad residual en cuanto a la
respuesta a quimioterapia y al desarrollo de mecanismos de metastatizacion. La
eficacia de la quimioterapia adyuvante en el cancer de mama , hasta ahora, sélo
ha podido ser evaluada retrospectivamente en ensayos clinicos con gran nimero
de pacientes y largo seguimiento, por lo que el progreso en la investigacion de
este tipo de tratamiento es extremadamente lento. Por otra parte, es dificil ajustar
el tratamiento mas adecuado a una paciente individual. De aqui la importancia de
disponer de un marcador fiable que permita analizar inmediatamente los efectos
citotoxicos inducidos por la quimioterapia.

Se han dedicado esfuerzos importantes a la busqueda de células malignas en
la médula 6sea, por ser un Organo de intercambio hematico continuo,
posiblemente visitado por las células micrometastasicas en su viaje hacia
localizaciones secundarias, y facilmente accesible para la obtencion de
muestras®. Pero las técnicas convencionales de estudio de la médula 6sea no han
conseguido detectar dichas células de forma satisfactoria ni han aportado
informacion de especial interés. Desde la década de los 80, en que Sloane y
cols® detectaron inmunocitoquimicamente células neoplasicas en médula 6sea de
pacientes con cancer de mama y otros tipos de tumores epiteliales, se dispone de
diversos anticuerpos monoclonales que permiten hacer visibles pequefias
cantidades de células epiteliales en un medio mesenquimal, y por tanto realizar
estudios detallados de estas células en médula Osea.
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Se ha visto que es frecuente detectar células tumorales ocultas en la
médula 6sea de pacientes con cancer de mama, tanto en el momento del

1779818283, 0omo en la recaida® y probablemente en otros

diagnostico inicia
momentos evolutivos”. Su funcion en el proceso de diseminacion tumoral no
esta claramente establecida: se discute si estas células tienen capacidad
clonogénica o si se trata de células quiescentes, dormidas, sin potencial
metastatizante, que desapareceran tan silenciosamente como viven'®®. Varios
grupos han encontrado un efecto claramente negativo de la presencia de células
tumorales ocultas en médula Osea en la evolucion de pacientes con cancer de

mama73, 81, 82

, si bien no todos coinciden en que se trate de un factor
independiente®. En cualquier caso, se postula que al menos estas células son un

reflejo del comportamiento tumoral.
IL.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Este trabajo intenta fundamentar la hipétesis de que las células ocultas en
médula Osea expresan enfermedad neoplasica, residual en pacientes por otra
parte libres de enfermedad, o “paralela” a la enfermedad extramedular en
pacientes metastasicas, cuyo  comportamiento refleja el de la enfermedad
tumoral. Se trata de encontrar un marcador de la enfermedad que aporte
in_fg_;rmacién dinamica sobre su evolucion y sensibilidad al tratamiento, en una
fase precoz.

Como primer paso de esta investigacion, se intenta averiguar el
comportamiento de las células tumorales en médula Osea en pacientes con cancer
de mama en diferentes situaciones clinicas, tras la administracion de
quimioterapia. Si las células tumorales ocultas son realmente células neoplasicas
residuales, la administracion de quimioterapia sistémica deberia actuar sobre esta
“microdiseminacion”, eliminando las células tumorales de la médula dsea o, en
caso de persistencia de las mismas, aportando informacidon sobre mecanismos de
resistencia al tratamiento. La respuesta medular por tanto puede ser un factor
predictivo de la respuesta sistémica, tanto en el contexto de la enfermedad
minima residual postcirugia como en la enfermedad metastasica.

Otro aspecto que se quiere analizar, no estudiado hasta ahora, es avériguar si
las células tumorales ocultas en médula 6sea expresan enfermedad residual en
pacientes diagnosticadas de cancer de mama y sin evidencia de recaida, en las
que se aprecia elevacion de marcadores tumorales séricos, con el fin de disponer
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de un elemento objetivo que evaluar, lo que permitiria un tratamiento precoz o,
al menos, plantear ensayos clinicos dirigidos a determinar su beneficio. En estas
pacientes es esperable detectar progresion de la enfermedad en un plazo de 3-12
meses, pero no esta indicado por ahora el tratamiento hasta que se manifieste la
recaida.

De forma marginal se desea también conocer si la realizacion de este analisis
en sangre periférica, menos cruento.y mas sencillo, podria suplir a la
determinacion en médula osea, lo que facilitaria el estudio de la enfermedad
micrometastasica y permitiria monitorizar mas estrechamente el tratamiento.

Con el fin de demostrar estas hipdtesis se han planteado los siguientes
objetivos:

I1.2. OBJETIVOS

Objetivo principal:

Determinar el efecto de la quimioterapia en la eliminacion de las células
tumorales  ocultas _ (micrometastasis) en médula Osea  -identificadas
inmunocitoquimicamente como células  citoqueratina-positivas- en dos
situaciones clinicas: un grupo de pacientes con cancer de mama primario
(localizado) candidatas a recibir quimioterapia adyuvante, y un grupo de
pacientes en recaida en las que el proyecto terapéutico incluye quimioterapia
para la enfermedad avanzada.

En esta segunda poblacion, con enfermedad medible o evaluable, se plantea
también el objetivo de relacionar la presencia de células tumorales con el
comportamiento clinico del tumor:

- averiguar la relacién entre la presencia de células micrometastasicas en
médula 6sea y las diferentes localizaciones de metastasis.

- comparar la variacion en el contenido de células tumorales ocultas en
médula Osea tras el tratamiento quimioterapico con la respuesta clinica, para
determinar si los resultados pueden predecir la respuesta del tumor a la
quimioterapia
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Objetivos secundarios:

1.Estudiar, en una muestra de pacientes con elevacion de marcadores
tumorales y sin evidencia clinica de recaida, si las células micrometastasicas de
cancer de mama detectadas en médula Osea (enfermedad minima residual)
representan signos objetivos de enfermedad en esta situacion.

2 Determinar la relacion entre la presencia de células tumorales
micrometastasicas en médula 6sea y en sangre periférica en pacientes con cancer
de mama, con el fin de averiguar si la determinacion en sangre periférica puede
sustituir al analisis de la médula 6sea.
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III. PACIENTES Y METODO

ITL.1. PACIENTES

En total entraron en el estudio 220 pacientes con diagnostico de cancer de
mama tratadas y seguidas en la consulta de Oncologia del Hospital Clinico
Universitario de Valencia entre enero de 1998 y febrero de 2001.

ITIL.1.1. Estudio del objetive principal : se incluyeron dos grupos de pacientes:

1. Pacientes con reciente diagnostico de cancer de mama localizado, estadio I-
ITI, e indicacion de quimioterapia adyuvante: 152 pacientes.

2. Pacientes con cancer de mama metastasico, de inicio o en la recaida, con
indicacion de tratamiento quimioterapico para la enfermedad avanzada: 43
pacientes.

Pacientes de tratamiento adyuvante (grupo 1):

El primer grupo estd formado por 152 pacientes que fueron vistas por
primera vez tras el diagnéstico, entre febrero de 1999 y enero de 2001. La
‘mayoria de las pacientes (132 pacientes, 88%) entraron en el estudio entre 4 y8
semanas después de la intervencion quirirgica, antes de comenzar la
quimioterapia adyuvante. Algunas de ellas, sin embargo (20 pacientes, 13%),
fueron incluidas en el momento del diagndstico y recibieron quimioterapia
neoadyuvante previa a la intervencion quirurgica.

Las caracteristicas de las pacientes estan descritas en la tabla 7. La mediana

de edad fue de 51 afios (30-77). La distribucion por estadios fue: Estadio I: 38
(26%) pacientes; estadio II: 72 (47%); estadio III: 37 (24%). El tipo histologico
mas frecuente fue el de carcinoma ductal infiltrante (85%). El tamafio tumoral
predominante fue T2 (63 pacientes, 41%). En 59 (39%) pacientes el tamafio fue
T1y T3-4 en 23 (15%). En cuanto a la afectacion ganglionar, 62 (41%) pacientes
no presentaban ninguna afectacion mientras que 47 (31%) tenian entre 1 y 3
ganglios afectos, 18 (12%) presentaron 4-9 ganglios afectos y 18 (12%) mas de
10 ganglios. Se determind el grado histologico (Scarff-Bloom) en el 88% de las
pacientes: 56 (37%) se presentaron con grado histologico 2, 48 (31%) con grado
3 y s6lo 14 (9%) tenian grado histologico 1. Los receptores estrogénicos y de
progesterona, conocidos en el 62% de las pacientes, fueron positivos en el 41% y
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42%, y negativos en el 20 y 19% de las pacientes, respectivamente. Se realizo
determinacion de c-erbB2 mediante un test comercial con anticuerpo anti-
Her2/neu en el 46% de las pacientes, con resultado negativo en 35 (0, +) y
positivo en 25 (++, +++) .

La técnica quirirgica consisti6 en mastectomia radical o tumorectomia,
dependiendo del tamafio y localizacion tumoral, con margenes de seguridad
adecuados, y linfadenectomia axilar en todas las pacientes.

Se realizd estudio de extension a todas ellas, que incluyé radiografia de
torax, ecografia abdominal, gammagrafia Osea y analitica completa con
marcadores tumorales CA 15.3 y CEA.

Todas las pacientes fueron tratadas con quimioterapia adyuvante. Los
criterios para administrar quimioterapia fueron, segun los criterios habituales:
estudio de extension negativo, afectacion axilar o, en las pacientes sin ganglios
afectos, uno o mas de los siguientes factores de moderado o alto riesgo: tamafio

“mayor o igual a 2 cm, receptores hormonales negativos, grado histologico > 1,
edad de 35 afios o menor, ademas de presentar un estado general adecuado
(ECOG menor o igual a 2), parametros hematolégicos, hepaticos y renales dentro
de la normalidad y ausencia de enfermedad grave concomitante. 132 (88%)
pacientes entraron en el estudio después de la cirugia, antes de comenzar el
tratamiento adyuvante. Se administré quimioterapia neoadyuvante a 20 (13%)
pacientes, 14 de ellas dentro de ensayos clinicos randomizados que incluian esta
opcion de entrada y las otras 6 por presentar un estadio localmente avanzado.

El esquema de quimioterapia fue variable pues las pacientes fueron incluidas
en diferentes ensayos clinicos, segin las caracteristicas y factores de riesgo.
Excepto 3, todas recibieron esquemas basados en antraciclinas -asociadas a
taxanos en 39 (25%) de los casos- y 18 de ellas entraron en ensayos clinicos que
contemplaban la realizacion de quimioterapia intensiva con trasplante autélogo
de célula germinal de sangre periférica. Tras finalizar la quimioterapia las
pacientes con cirugia conservadora o afectacion axilar recibieron radioterapia
local o loco-regional, y se prescribié hormonoterapia a las pacientes en las que se
demostro positividad de receptores hormonales.
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112 pacientes de este grupo aceptaron una segunda extraccion de médula
Osea, que se realizd 6-12 semanas después del ultimo ciclo de quimioterapiaa
adyuvante. '

Pacientes con enfermedad metastaisica (grupo 2):

El segundo grupo incluyé 43 pacientes diagnosticadas de cancer de mama
metastasico entre enero de 1998 y febrero de 2001, algunas de ellas con estadio
IV en el momento del diagndstico, y la mayoria en recaida tras haber sido
tratadas previamente por cancer de mama, en las que el proyecto terapéutico
incluy6 quimioterapia de primera linea para enfermedad metastasica, y aceptaron
participar en el estudio. El criterio para administrar quimioterapia fue la recaida
en paciente con receptores hormonales negatiVos, o en localizacion visceral, o
muy sintomatica, o con posibilidad de rescate quirirgico, o en localizacién que
hiciese prever un compromiso vital, o pacientes que progresaron a
hormonoterapia previa.

Las caracteristicas de las pacientes de este grupo se recogen en las tablas 7
(caracteristicas’en el momento del diagndstico inicial de cancer de mama ) y en
la tabla 8 (caracteristicas en el momento de la entrada en el estudio). La mediana -
de edad al diagnodstico fue 46 afios. El tipo histologico predominante fue
carcinoma ductal infiltrante (32/43 pacientes, 74%) . La enfermedad se presento
en estadio I en 4 (9%) pacientes, II en 20 (46.5%) y III en 10 (23%), mientras
que otras 6 (14%) pacientes eran metastasicas ya al diagnostico. El tamafio
tumoral predominante fue T2 (18 pacientes, 42%). En 8 (19%) pacientes el
tamafio fue T1 y T3-4 en 10 (23%). Con respecto a la afectacion ganglionar, 11
(26%) pacientes no presentaban ninguna afectacion, 14 (33 %) tenian entre 1 y
3 ganglios afectos, 6 (14%) presentaron 4-9 ganglios afectos y 5 (11%) mas de
10 ganglios. La mayor parte de las pacientes presentaron grado histologico 2
(32%) y 3 (18%), aunque el parametro era desconocido en un 41%. Los
receptores de estrogenos y progesterona, determinados en un 70% de las
pacientes, fueron positivos en el 54% y 42% respectivamente. La
sobreexpresion de erbB2 fue desconocida en la mitad de las pacientes, positiva
en 8 (18%) y negativa en 14 (33%) '

De las 37 pacientes no-metastasicas al diagnostico, 87% habian recibido
tratamiento -adyuvante, la mayoria (30 pacientes, 81%) con esquemas que
contenian antraciclinas, y 9 (24%) habian sido incluidas en protocolos con
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quimioterapia intensiva y trasplante autologo de célula germinal de sangre
periférica. Igual que en el grupo anterior, las pacientes con receptores
hormonales positivos habian recibido hormonoterapia adyuvante, y radioterapia
loco-regional en caso de cirugia conservadora o mas de 4 ganglios axilares
afectos.

Las mediana de tiempo hasta la progresion fue de 31 meses (0-116). Las
localizaciones de metastasis en el momento de la entrada en el estudio se reflejan
en la tabla 8 y en la figura 8. Sélo 2 pacientes del grupo presentaron recaida
unicamente local, y 40 recidivaron en localizaciones sistémicas, de las cuales la
mas frecuente fue la recaida 6sea (25 pacientes, 58%), seguida por la ganglionar
y en partes blandas (15 pacientes, 35%) y la pleuro-pulmonar (13 pacientes,
31%). 16 (37%) pacientes presentaron una Unica localizacion de recaida,
mientras que 18 (42%) recayeron en 2 sitios a la vez y 8 (19%) en 3 6 mas.

Las 43 pacientes recibieron quimioterapia para la enfermedad metastasica. La
mayoria habian recibido antraciclinas como tratamiento adyuvante, por lo que se
administr6 quimioterapia basada en taxanos a 32 pacientes (75%), en
combinacién ‘con antraciclinas en 7 de los casos (16%), y distintas
combinaciones de antraciclinas sin taxanos a 9 (21%). Las que demostraron
quimiosensibilidad 'y no habian recibido quimioterapia intensiva en el
tratamiento adyuvante (13 pacientes, 30%) fueron tratadas con quimioterapia a
dosis altas y trasplante aut6logo de célula germinal de sangre periférica.

En 25 pacientes se pudo realizar una segunda determinacion de células
tumorales en médula dsea, en el momento de la primera valoracién de respuesta
postquimioterapia.

III. 1. 2. Estudio de los objetivos secundarios

a. El estudio de enfermedad minima residual en pacientes con
marcadores elevados se realizd en un tercer grupo (grupo 3) de 25 pacientes
con diagnoéstico de cancer de mama no metastasico, 0 metastasico en respuesta
completa, en las que.se detectd durante el seguimiento, entre enero de 1998 y
febrero de 2001, elevacion del marcador tumoral sérico CA15.3 en dos
determinaciones repetidas, sin que el estudio de extension exhaustivo lograse
poner de manifiesto recaida de la enfermedad. Consideramos valor normal el
estandar de nuestro laboratorio (30 U/ml). El nivel de elevacion del marcador fue
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variable, entre 32 y 425 U/ml, con una mediana de 52, y todas las pacientes se
encontraban asintomaticas y con buen estado general. En estas pacientes se
realizd, segun la practica habitual en el Servicio, estudio diagndstico completo
con TAC toracico y abdominal, gammagrafia 6sea, mamografia y estudio de
médula 6sea. En algunas se realizaron otras exploraciones mas especificas, segin
criterio clinico, como resonancia nuclear magnética (RNM) o tomografia por
emision de positrones (PET). Otras 26 pacientes presentaron elevacion del
marcador CA15.3 en este periodo, pero en ellas el estudio realizado y/o la clinica
demostraron alguna localizacion de metastasis.

Las caracteristicas de las pacientes de este grupo en el momento del
diagnostico inicial de cancer de mama estan resumidas en la tabla 7. La mediana
de edad fue 51 afios (31-71). Al diagnostico casi todas presentaron un carcinoma
ductal infiltrante (80%, 20 pacientes), y la mayoria presentaron estadios II (9,
36%) 6 III (7 pacientes, 28%). 2 pacientes eran ya metastasicas al diagnostico,
pero se encontraban al entrar en el estudio en situacion de respuesta completa,
sin evidencia de progresion y con marcadores normales. El tamafio tumoral
' predominante fue T2 (10 pacientes, 40%). En 5 (20%) pacientes el tamafio fue .
" T1 y T3-4 en otras 5 (20%). En cuanto a la afectacion ganglionar, 8 (32%)
pacientes fueron Ny, 4 (16%) tenian entre 1 y 3 ganglios afectos, otras 6 (24%)
presentaron 4-9 ganglios afectos y 3 (12%) pacientes tenian mas de 10 ganglios
axilares afectos. Los receptores de estrogenos y progesterona en la pieza inicial
sOlo son conocidos en la mitad de las pacientes, de las cuales 6 (24%)
presentaron receptores de estrogenos y de progesterona positivos. De las 15
pacientes en las que se conoce el grado histoldgico, 10 tenian grado 2 y 3 grado
3. Mas de la mitad (13 pacientes, 52%) recibieron quimioterapia adyuvante con
esquemas basados en antraciclinas, con posterior hormonoterapia en caso de
receptores positivos, y 4 fueron tratadas solo con hormonoterapia.

La mediana de tiempo transcurrido desde el diagnostico hasta la elevacion de
los marcadores fue de 43 meses (4-104). En el momento de la inclusiéon en el
estudio 21 pacientes estaban libres de enfermedad y 4 de ellas eran metastasicas
(local o partes blandas) en respuesta completa post-tratamiento o sin evidencia
de enfermedad tras cirugia (estadio IV-NED), y se encontraban en seguimiento
en las consultas externas segun el procedimiento habitual (revision anual en caso
de pacientes sin afectacion axilar, o cada 6 meses en caso de ganglios positivos,
con determinacion de marcadores CEA y CA 15.3 en cada consulta, y estudio de
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extension con radiografia de térax, ecografia abdominal, gammagrafia dsea y
mamografia anuales). Tras detectarse la elevacion del marcador sin evidencia de
recaida en los estudios realizados, se programé un seguimiento mas estrecho,
cada 3 meses con visita clinica y analitica y cada 6 meses con exploraciones
complementarias, si no habia manifestaciones clinicas orientativas de progresion

b. Determinacion de células tumorales en sangre periférica: Se realizaron
60 extracciones conjuntas de sangre periférica y médula Gsea a 47 pacientes,
elegidas aleatoriamente de entre el grupo completo de 220 pacientes.



TABLA 7.- Caracteristicas de los tres grupos de pacientes en el momento del diagnéstico
inicial de cdncer de mama

o ~ GRUPO1 GRUPO 2 GRUPO 3
N° total 152 43 25
Edad mediana (rango) 52 (30-77 afios) 46 (33-67anos) 51 (31-71)
<37 18 (12%) 6 (14%) 3(12%)
38-49 - 42 (28%)- 19 (44%) 7 (28%)
50-69 73 (48%) 13 (30%) 9 (36%)
<70 11 (7%) 0 2 (8%)
Estadio
I : © 38(26%) 4 (9%) 4 (16%)
ITA 72 (47%) 20 (46%) 9 (36%)
111 37 (24%) 10 (24%) 7 (28%)
v - 6 (14%) 2 (8%)
Tipo histolégico
Ductal 129 (85%) 33 (77%) 20 (80%)
Lobulillar 16 (10%) 5(11%) 1 (4%)
Otros 2( 1%) 0 0
Tamafio
Tl 59 (38.8%) 8 (19%) 5 (20%)
T2 63 (41.4%) 18 (42%) 10 (40%)
T3-4 23 (15.2%) 10 (23%) 5 (20%)
Afectacién axilar
NO 62 (41%) 11 (26) 8 (32%)
N 1-3 47 31%) 14 (33) 4 (16%)
N 4-9 18 (12%) 6 (14) 6 (24%)
N >=10 18 (12%) 5(11) 3 (12%)-
Grado histolégico ' -
1 14 ( 9%) ‘ 3(7%) 2 (8%)
2 ' 56 (36.8% 14 (33%) 10 (40%)
3 48 (31.6%) 8 (18%) 3 (12%)
Desconocido ’ 34 (22%) 18 (41%) 10 (40%)
Receptores hormonales
RE + 63 (41.4%) 9 (21%) 5 (20%)
RE - 31 (20.4%) 21 (49%) 6 (24%)
RPg+ 64 (42%) 13 (30%) 5 (20%)
RPg- 29 (19%) 17 (40%) 6 (24%)
Desconocidos 58 (38%) 13 (30%) 14 (56%)
c-erbB2
Neg (0, +) 35 (23%) 14 (33%) 4
Positivo (++, +++) 25 (16%) 8 (19%) -
Desconocido 92 (60%) 21 (48%) 21 (84%)
Momento de la extraccion
Extraccion pre-cirugia 20 (13%) - -
Extraccion post-cirugia 132 (88%) - -
Tipo de QT inicial (ady/neo)
Antraciclinas (sin taxanos) 102 (72%) 29 (78%) 13 (52%)
Taxanos (con antraciclinas) 39 (26%) 2 (5%) -
Otros 3 (2% 2 (5%) 5 (20%)
TASPE 18.(12%)  9(24%) 7(28%)

RE: Receptores estrogénicos. RP: receptores de progesterona. QT: quimioterapia. TASPE:
trasplante autélogo de sangre periférica. GRUPO 1: pacientes con enfermedad localizada de
reciente diagndstico. GRUPO 2: pacientes metastasicas. GRUPO 3: Pacientes con elevacién de
marcadores tumorales séricos
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TABLA 8.- Caracteristicas de las pacientes del grupo 2 en la recaida

N total
Tiempo hasta la recaida (mediana)
Localizacion de la recaida
Local
Sistémica
-Osea
- Gangiionar
- Visceral
Pulmoén
Higado
SNC
Otras
N° de localizaciones de metastasis
1
2
3 6 mas
Tratamiento en la recaida
Taxanos sin antraciclinas
Antraciclinas sin taxanos
Taxanos y antraciclinas

N (%)
43
31.1 meses (0-116)

2 ( 5%)
41 (95%)
25(58%)
15 (35%)
20 (47%)
13 (30%)
5 (12%)

2 ( 5%)

5 (12%)

19 (45%)
14 (33%)
9 (21%)

25 (58.1%)
9 (21%)
7 (16%)

FIG. 8.- Localizaciones de metastasis en las pacientes del grupo 2 en el momento de entrar

en el estudio
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II1.2. METODOS
I11.2.1. Extraccion de médula 0sea

Se realiz6 extraccion de médula a las pacientes de los tres grupos en

diferentes momentos:

- Enlos grupos 1 y 2 el estudio contempla como objetivo evaluar la respuesta
a quimioterapia, neoadyuvante, adyuvante o para la enfermedad metastasica.
Por tanto se efectud una primera extraccion antes de comenzar el tratamiento
y una segunda al cabo de 1-6 meses de finalizarlo (en el caso de las pacientes
metastasicas la segunda determinacion se realizo en el momento de la
primera valoracion de respuesta). Sélo 113 pacientes del primer grupo
(75%) y 25 del segundo (58%) aceptaron la segunda extraccion.

- En las pacientes del tercer grupo la extraccién de médula tuvo lugar en el
momento en que se constatd elevacion del marcador tumoral CA 153 >
30U/ml en dos determinaciones repetidas, con estudios de extension
negativos. |

La extraccion se realizo mediante aspirado y biopsia de ambéé_ crestas iliacas
posteriores. Después de 117 éxtracciones, dado que ninguna muestra dio
resultado positivo por técnica convencional en las pacientes con enfermedad no
metastasica, acordamos no realizar mas biopsias en este grupo de pacientes .

Todas las pacientes otorgaron su consentimiento informado. La extraccion
se realizd mediante la técnica habitual, bajo anestesia local, en el Hospital de
Dia. Se obtuvo un total de 20 cc de muestra de aspirado (10 cc en cada
localizacién), que fue recogido con EDTA (acido etilendiaminotetracético)
dipotasico y procesado inmediatamente. La biopsia se realiz6 también
bilateralmente tras efectuar la aspiracion, y el material fue incluido en formol
para su remision al laboratorio de Anatomia Patoldgica. No hubo complicaciones
infecciosas ni hematomas locales ni otro tipo de complicaciones clinicamente
relevantes. La mayoria de las pacientes refirieron dolor en el area de puncion,
generalmente tolerable sin necesidad de analgésicos, y de corta duracion.
Aunque en algunas de ellas tuvo la suficiente entidad como para no prestarse a
realizar mas determinaciones, el motivo de no aceptar la segunda extraccion fue
mas bien evitar el traslado al Hospital y la tension psiquica que suponia la prueba
para estas pacientes. )
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Conjuntamente con 60 extracciones de médula se obtuvo ademas 20 cc de
sangre periférica, que fue también recogida en tubos con EDTA dipotasico y
enviada al laboratorio para su procesamiento inmediato. ‘

II1.2.2. Procesamiento de las muestras

La técnica de procesamiento ha sido descrita repetidamente®® "> ™. Cada
muestra de aspiracion de médula osea y de sangre periférica fue diluida en PBS
(Gibco, Life Technologies, Roskilde, Dinamarca) y separada por centrifugacion
mediante gradiente de densidad (densidad de 1077 g/ml) con Lymphoprep
(Nycomed Pharma AS, Oslo, Noruega), a 400 g durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. La interfase obtenida, tras lavado con PBS, fue
resuspendida en PBS ajustando la concentracion a 1x10° células
mononucleadas/600 pl, hasta obtener un total de -2x10° células, que se
repartieron en dos portaobjetos ya preparados comercialmente, cada uno con
capacidad para 1x10° células divididas en dos pocillos. Para cada muestra se
prepar6 un tercer portaobjetos con 500.000 células, para utilizar como control
negativo. Las muestras se dejaron secar al aire durante 18 horas en ambiente
seco, y posteriormente se almacenaron a —20°C hasta que se procedid a la
tincion.

Todas las muestras de aspirado de médula 6sea y de sangre periférica se
analizaron inmucitoquimicamente de forma cuantitativa en busca de células con
expresion de citoqueratina, mediante la técnica de fosfatasa alcalina-
antifosfatasa alcalina (FAAFA) con el Anticuerpo monoclonal antiCK A45-B/B3
en un total de 2x10° células mononucleadas de MO en cada paciente. Utilizamos
el preparado comercial EPIMET (EPIMET Epithelial Cell Detection Kit, Baxter
Europe, Micromet, Alemania) de deteccion de células epiteliales en muestras de
células mononucleadas. La técnica consta de varias fases: tras descongelar las
muestras a temperatura ambiente e incubarlas con una solucién de
permeabilizacion y después con otra de fijacion, se procede a la incubacion con
el anticuerpo, recubriendo los 4 primeros pocillos con el conjugado de fosfatasa
alcalina y Ac A45-B/B3, y el pocillo control con el conjugado de Ac inespecifico
y fosfatasa alcalina y dejandolos 45 minutos en la cimara himeda. Transcurrido
el tiempo, se afiade la solucion de tincion, compuesta de naftol fosfato, nitrito
sddico, fucsina y levamisol, "este ultimo como bloqueante de fosfatasa alcalina
endogena. No se utiliza solucion de contratincion, para identificar con mayor
facilidad las células tefiidas. Las muestras son lavadas cuidadosamente dos
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veces con PBS entre cada incubacion. Tras diez minutos de incubacion se
recubren los portaobjetos con el medio de montaje, una solucion de glicerina y
gelatina (Glicergel, DAKO), que permite el almacenamiento de las mismas,

preparadas ya para la evaluacidn microscopica.
II1.2.3. Evaluacién microscopica

La evaluacion microscopica, mediante observacion detenida de todos los
portaobjetos, campo por campo, y recuento de todas las células, fue realizada por
dos personas distintas separadamente. La evaluacion de las células no se apoyo
unicamente en la tincion, sino que se utilizaron otros criterios morfoldgicos asi
como la intensidad de la tincion inmunocitologica: la extension se clasificd como
negativa si era muy débil o no cumplia los criterios de malignidad. Inicialmente
se decidioé considerar positivas todas las muestras en las que se detectara una o
mas células citoqueratina positivas con las caracteristicas citadas, pero
posteriormente modificamos el criterio, al detectar discordancia entre los dos
observadores en las muestras con una unica célula “positiva”, que en todos los
casos tenia un aspecto dudoso. Decidimos por tanto considerar positiva la
médula a partir de dos o mas células inmunoteiiidas y con las caracterisicas
descritas. Los controles negativos no revelaron ninguna célula positiva. Tampoco
se detectd positividad en 20 muestras de médula Osea correspondientes a
personas sanas.

Las muestras de biopsia de médula se estudiaron de forma convencional en
el servicio de Anatomia Patologica, sin conocer los resultados del estudio
inmunocitoquimico del aspirado.

II1.3. Analisis estadistico

Este proyecto de investigacion fue disefiado como un estudio de cohortes
prospectivo. La poblacion de estudio esta constituida por pacientes con cancer de
mama primario 0 metastasico con las divisiones y caracteristicas descritas
previamente. El tamafio muestral total fue de 220 pacientes, repartidas en tres
grupos de 152, 43 y 25 pacientes respectivamente, como ya se ha descrito, que se
fueron incluyendo a medida que se veian en la consulta pacientes con los
criterios requeridos.
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La base de datos se disefid y gestioné mediante el programa Microsoft
Access 97. El anilisis estadistico de los datos fue efectuado con el programa
SPSS 10.0 para Windows.

En una fase inicial del estudio se llevd a cabo un analisis descriptivo de la
muestra, calculando para ello los principales estadisticos de resumen para cada
una de las variables de interés. Asi, para las variables cualitativas nominales, se
analizaron las proporciones presentes en la muestra. Para las variables
cualitativas ordinales se calculd la mediana y el rango, asi como las proporciones
observadas en cada categoria. Para las variables cuantitativas, se calcularon los
estadisticos clasicos como la media o la varianza, asi como estadisticos robustos
como la mediana o el rango. Ademas, se contrast6 su normalidad mediante el test
de Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors y utilizando graficos de probabilidad normal.

Con el fin de poder analizar posibles diferencias significativas en las medias
de las variables cuantitativas de interés entre subgrupos de la muestra, se ha
empleado la prueba t para dos muestras independientes, previa comprobacion de
la normalidad de la variable objeto de estudio mediante el procedimiento descrito
en el apartado anterior. Ademas, se analizaron posibles diferencias entre las
frecuencias observadas de diferentes variables cualitativas para diferentes
subgrupos de la muestra mediante la prueba chi-cuadrado de Pearson. Estos
analisis univariantes también tenian como objetivo localizar posibles factores de
interés, que incluir en un futuro analisis multivariante.

Entre los objetivos del estudio no se incluyé el analisis de supervivencia
debido al previsiblemente escaso numero de eventos, condicionado por un
seguimiento corto de las pacientes. Aun asi, se analiz6 la supervivencia global y
libre de recaida utilizando la estimacion de Kaplan-Meier en los grupos 2 y 3
como un acercamiento preliminar al problema. Ademas, se tratdo de detectar
diferencias significativas en la supervivencia entre los pacientes con médula 6sea
positiva o negativa, utilizando para ello el test Log-rank de comparacion de
supervivencias entre ambos grupos. Aunque estos grupos 2 y 3 son de peor
pronodstico y el numero de eventos ha sido algo mayor, es insuficiente para
abordar el problema del analisis de la supervivencia, tanto global como por
grupos de pacientes, de forma que el test empleado posea la potencia necesaria.
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IV. RESULTADOS

Se realizaron en total 357 extracciones de médula dsea y 60 extracciones de
sangre periférica, que fueron procesadas y evaluadas en la forma descrita en
Meétodos. Se realizé extraccion de médula en el momento del diagndstico a 152
pacientes con cancer de mama primario candidatas a quimioterapia adyuvante
(grupo 1), de las cuales 112 aceptaron una segunda extraccioén postquimioterapia.
Del mismo modo, se analiz6 la médula dsea de 42 pacientes con carcinoma de
mama metastasico y criterios de tratamiento quimioterapico (grupo 2), 25 de las
cuales aceptaron la 2 extraccion. Otras 25 pacientes con marcadores tumorales
séricos elevados y sin evidencia de recaida constituyeron el grupo 3, con una
unica determinacion en el momento de la elevacion del marcador, y posterior
seguimiento hasta la progresién. Se estudid0 ademas la sangre periférica
conjuntamente con 60 extracciones de médula , que corresponde a 47 pacientes
pertenecientes a los tres grupos anteriores.

Las células tumorales ocultas aparecen, como se ha descrito
repetidamente’*’, como células redondeadas de mayor tamafio que las células
hematopoyéticas circundantes, con relacion nucleo-citoplasma disminuida,
intensa y homogénemente teiiidas de rojo, aisladas o en racimos celulares (fig. 9
y 10). La concordancia en la evaluacion de las muestras fue de 100% en los ‘
resultados negativos, pero en las muestras positivas apreciamos un poi'centaje de
discordancia de 10% Revisadas conjuntamente las preparaciones con resultado
no coincidente, todas correspondieron a muestras con sélo una célula positiva,
que uno de los evaluadores habia considerado tumoral mientras que el otro la
consideraba negativa, a causa de la observacion de un tipo de células tefiidas, de
tamafio mayor que las tumorales, tincion irregular y aspecto plegado (fig. 11),
semejantes a las que aparecian también en otras muestras en mayor nimero, o
junto con células verdaderamente neoplasicas, y cuyo aspecto permitio
identificarlas como células epiteliales probablemente epidérmicas. Dado el
caracter dudoso de éstas células y dado que en ninguna de las preparaciones con
una sOla célula tefiida el aspecto de ésta era claramente neoplasico, finalmente
decicimos considerar como negativas todas las muestras en las que solo aparecia
una célula positiva para citoqueratina. Por tanto consideramos la médula positiva
cuando detectamos mas de una célula citoqueratina-positiva mediante analisis
inmunocitoquimico. Aun asi, los resultados estadisticos no difieren de los
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FIG. 9.- Aspecto de las células citoqueratina-positivas en médula odsea tras la
inmunotincién con el anticuerpo monoclonal anticitoqueratina A45-B/B3. La imagen
muestra células tumorales aisladas, homogéneamente tefiidas, con tamafio mayor que las
células hematopoyéticas circundantes, niucleo grande y relacion nucleo-citoplasma
disminuida (12S0x)
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FIG. 10.- Células tumorales ocultas en médula ésea detectadas jnmuno-citoquimicamente
con el anticuerpo anti-citoqueratina A45/B-B3. Las fotografias muestran células
agrupadas en racimos o “cluster, que son una imagen patognomodnica de micrometastasis,
cuando aparecen. (Fotografia superior: 1250x. Fotografia inferior: detalle de un grupo
celular que permite apreciar el tamafio del nicleo y la relacion nicleo-citoplasma. 2000x)
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FIG. 11.- Células citoqueratina positivas de aspecto no tumoral: obsérvese la tincion
irregular, el tamafio en relaciéon con las imagenes de las figuras anteriores, la forma
poligonal y la superficie plegada. De acuerdo con otros autores72 consideramos estas células
como falsos positivos, correspondientes a células epiteliales epidérmicas, y las
preparaciones que sélo presentaron células de este tipo se consideraron negativas. (1250x)
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obtenidos cuando se considera positiva la médula a partir de una sola célula

detectada.

La figura 12 resume la frecuencia de positividad en médula 6sea en los tres
grupos de pacientes en el momento de la entrada en el estudio, resultados que

comentaremos con detenimiento.

FIG 12: Frecuencia de deteccion de células tumorales ocultas en médula 6sea en el grupo de
tratamiento adyuvante (grupo 1), de enfermedad metastasica (grupo 2), y de
marcadorestumorales elevados (grupo 3)

. Grupo 1
MO negativa
60%
MO positiva
40%
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IV.1. Evaluacién_del efecto de la quimioterapia sobre la eliminacién de
células tumorales en médula ésea.

IV. 1. 1. Pacientes de tratamiento adyuvante (grupo 1)
a) Frecuencia de deteccién de células tumorales aisladas en médula 6sea

En la primera determinacion, al diagnostico, se detectaron células
citoqueratina-positivas en la médula 6sea de 61/152 (41%) pacientes, mientras
que 91/152 (59 %) presentaron médula Gsea negativa: 0 (77 pacientes) 6 1 (14
pacientes) células (Fig.12). La mediana de células tumorales en las pacientes
con médula positiva fue de 7 células por cada 2 millones de células
mononucleadas analizadas (rango: 2-24 células/2x10°). En la mayoria de los
casos (53/60, 88%) las células aparecieron como hallazgos dispersos, aunque en
7/60 muestras detectamos células micrometastasicas agrupadas. El estudio
convencional de la biopsia bilateral de médula 6sea no demostrd ningin
resultado positivo en las 117 pacientes en las que se realizo, de las que 43 (37%)
presentaron médula positiva por inmunocitoquimica.

La tabla 9 muestra la distribucion de resultados en la médula 6sea segin los
diferentes factores prondstico clasicos al diagnéstico. No se encontrd asociacion
‘estadisticamente significativa entre la positividad o negatividad medular y
ninguno de los factores analizados. La distribucion de frecuencias de positividad-
negatividad (40/60) se mantiene cuando se estratifica a las pacientes por factores
de riesgo. Presentan médula Osea positiva 27 (46%) de las 59 pacientes con
tamafio tumoral menor o igual a 2 cm (T1); 26 (41%) de las 62 pacientes sin
afectacion ganglionar axilar; 20 (52%) de las 38 pacientes con estadio T1. En las
pacientes con grado histologico 1 y receptores de estrogenos y progesterona
positivos la frecuencia de deteccion de células tumorales en médula dsea es
menor (alrededor de 36%), pero la diferencia no alcanza significacion estadistica.
En las pacientes del grupo de edad mas joven (<37 afios) y en las que
presentaron un tumor con grado histolégico 3 se aprecido mayor frecuencia de
positividad medular, que no fue significativa estadisticamente.

En relacion con el momento de la extraccion, como muestra la figura 13, la
médula osea fue positiva en 49/132 (38%) pacientes a las que se practicod la
extraccion después de la cirugia, y en 12/20 (60%) de las que llevaron
tratamiento Quimioteré.pico neoadyuvante y en las que, por tanto, la primera
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TABLA 9.- Relacién entre frecuencia de células tumorales ocultas en médula ésea
y factores pronoéstico clasicos en las pacientes de tratamiento adyuvante (grupo 1).

Factor ‘ Total
Todas las pacientes 152
Edad mediana (rango) 51(30-77)
<=37 18 (12%)
38-49 42 (28%)
50-69 73 (48%)
>70 11( 7%)
Tipo histoldgico
CDI 129 (86%)
CLI 16 (10%)
Otros 2 (1%)
Tamafio
Tl 59 (39%)
T2 63 (42%)
T3-4 23 (15%)
Ganglios afectos
NO 62 (41%)
N1-3 47 (31%)
N4-9 18 (12%)
N>=10 18 (12%)
Estadio
I 38 (26%)
II 72 (47%)
11 . 37 24%)
Grado histoldgico ' o
1 14 ( 9%)
2 56 (37%)
3 48 (32%)

Desconocido 34 (22%)
Receptores hormonales

R. Estr () 63 (41 %)
R. Estr (-) 31 (20%)
R. Prog (+) 64 (42%)
R.Prog (-) 29 (19%)

Desconocido 58 (38%)
c-erbB2

Positivo 25 (16%)

Negativo 35 (23%)

Desconocido 92 (60%)
Momento extraccion

Postcirugia 132 (87%)

_ Precirugia 1 20(13%)

MO negativa (%)

90 (60%)
51
9 (50%)
26 (62%)
44 (60%)
6 (54%)

73 (57%)
12 (75%)
2 (100%)

32 (54%)
40 (63%)
15 (65%)

36 (58%)
30 (63%)

9 (50%)
12 (67%)

18 (47%)
45 (62%)
24 (65%)

9 (64%)
34 (61%)
27 (56%)

40 (63%)
18 (58%)
40 (62%)
18 (62%)

15 (60%)
19 (54%)

78 (61%)
8 (49%)

MO positiva (%)

60 (40%)
51
9 (50%)
16 (38%)
29 (40%)
5 (45%)

56 (43%)
4 (25%)
0

27 (46%)
23 (36%)
8 (35%)

26 (42%)
17 (36%)
9 (50%)
6 (33%)

20 (53%)
27 (38%)
13 (35%)

5 (36%)
22 (39%)
21 (43%)

23 (37%)
13 (42%)
24 (38%)
11 (38%)

10 (40%)
16 (45%)

49 (39%)

12 (60%)

p

0.6

0.8

0.1

0.4

0.6

0.2

0.8

0.3

0.4

0.06
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extraccion fue prequirargica. Esta diferencia se aproxima a la significacion
estadistica (p=0.06).

Con una mediana de seguimiento de las pacientes de este grupo de 11.7
meses (1-26), hemos observado 5 recaidas, una con recidiva local y cuatro con
diseminacion sistémica, de las cuales solo 1 presentaba células tumorales
ocultas en médula 6sea (esta paciente ha recaido en hueso). Una paciente ha
fallecido, en recaida, por una complicacion relacionada con el tratamiento. Este
numero de eventos es insuficiente para realizar ninguna comparacion estadistica,
que por otra parte esta fuera de los objetivos de este estudio, si bien la pregunta
queda abierta para posteriores analisis.

b) Respuesta a quimioterapia

112 pacientes aceptaron la practica seriada de dos extracciones de médula
Osea, antes y después del tratamiento quimioterapico neoadyuvante (13
pacientes, 12%) o adyuvante (99 pacientes, 88%). La distribucion por estadios y
factores prondsticos de este subgrupo no difiere significativamente de la descrita
para el grupo completo.

La médula 6sea fue positiva en 48/112 (43%) pacientes en la primera‘
extraccion y en 34/112 (30%) en la segunda, sin que la diferencia alcance
significacion estadistica (p=0.3). Las figuras 14 y 15 muestran la frecuencia de
positividad y las variaciones en la médula Osea antes y después de la
quimioterapia. La figura 16 representa la monitorizacion del resultado en médula
antes y después de la quimioterapia en cada paciente del grupo de tratamiento
adyuvante.

De las 48 pacientes con médula Gsea positiva al diagnoéstico, 36 (75%)
presentan resultado negativo en la segunda extraccion y 12 (25%) mantienen el
resultado positivo tras la quimioterapia, mientras que de las pacientes
previamente negativas 22/54 (33%) positivizan la médula osea y 42/54 (67%)
contindan con médula 6sea negativa. Podemos distinguir por tanto cuatro grupos
de pacientes:

- Pacientes cuya médula permanece positiva: 12/112 (11%)
- Pacientes que negativizan la médula (de positiva a negativa): 36/112 (32%)
- Pacientes que positivizan la médula (de negativa a positiva): 22/112 (19%)
- Pacientes cuya médula permanece negativa: 42/112 (38%)
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FIG. 13. Resultados en médula ésea segiin el momento de la extraccion (antes o

después de la cirugia) en las pacientes del grupo 1.
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FIG. 14.- Contenido de células tumorales ocultas en la médula 6sea antes y después
de quimioterapia adyuvante.
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FIG. 15. Variacion dei contenido de células en médula ésea tras la administracion
de quimioterapia adyuvante. La tabla recoge los resultados de la primera (pre-
QT) y segunda (post-QT) determinacines. La figura divide a las pacientes en
grupos segun la variacion en el resultado inicial.

MO 2 () MO 2 (+) Total
MO 1 (-) 42 (66%) 22 (34%) 64 (57%)
MO 1 (+) 36 (75%) 12 (25%) 48 (43%)
Total 78 (70%) 34 (30%) 112

MO 1: extraccion pre-quimioterapia; MO 2: extraccién postquimioterapia. (+): Médula
positiva: >1 célula tumoral presentes. (-): Médula negativa: 0-1 célula tumoral presente

m Permanece
positiva
O Negativiza

19 Positiviza

o0 Permanece
negativa
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0-1

Antes de la Después de la
quimioterapia quimioterapia
adyuvante adyuvante

FIG. 16.- Monitorizacién de la respuesta de la médula ésea a quimioterapia en las
pacientes de tratamiento adyuvante. Las lineas representan la trayectoria de la
variacion en el nimero de células citoqueratina- positivas en cada paciente, y los
ejes indican la situacion antes (izquierdo) y después (derecho) del tratamiento. Los
nimeros junto a cada linea indican el nimero de pacientes con ese nivel de células
en médula oésea. Las lineas rojas sefialan las pacientes que han presentado
progresion de la enfermedad. Se aprecia claramente como un porcentaje de
pacientes con médula negativa pre-quimioterapia presentan un resultado positivo
despusés.
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Ningin factor prondstico clasico parece influir significativamente en los
resultados postquimioterapia (Tabla 10). La relacion médula positiva
antes/después se mantiene homogéneamente en 42/30 en practicamente todas las
categorias, aunque en las pacientes sin afectacion ganglionar y en las que
presentan grado histologico 1 puede adivinarse una mayor tendencia a
negativizar la médula 6sea tras la quimioterapia.

El tipo de quimioterapia administrada, combinaciones de antraciclinas sin
taxanos (71 pacientes, 70%) 6 con taxanos (31 pacientes, 30%), no influyd
significativamente en el resultado positivo o negativo de la segunda extraccion,
aunque se aprecia una frecuencia algo menor de MO positiva post-quimioterapia
cuando se han asociado taxanos (26% de positividad postquimioterapia con
taxanos frente a 34% sin ellos). '
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TABLA 10.- Relacion de los factores pronésticos con la detecciéon de células
tumorales ocultas en médula 6sea pre y postquimioterapia en el grupo 1

Variables Total  PREQT = POST-QT B
Todas las pacientes 112 48 (42%) 34 (30%) 0.3
Edad
: <=37 14 7 (50%) 3(21%)
38-49 32 11 (34%) 10 31%) 0.8
50-69 , 56 25 (45%) 17 (30%)
>70 5 3 (60%) 2 (40%)
Tipo histolégico '
CDI 98 44 (45%) 31 (32%) 0.5
CLI 13 4 (31%) 3 (23%)
Tamafio
Tl 47 23 (49%) 18 (38%)
T2 50 18 (36%) 14 (28%) 0.3
T3-4 12 5 (42%) 2 (16%)
Ganglios afectos
NO 52 23 (44%) 15 (28%)
N1-3 34 14 (41%) 12 (35%) 0.6
N4-9 11 6 (54%) 2 (18%)
N>=10 13 4 (30%) 5 (38%)
Estadio
I 34 18 (53%) 10 (30%)
II 53 21 (40%) 18 (34%) 0.7
I : 23 8 (35%) 6 (26%)
Grado histolégico
1 10 5 (50%) 2 (20%)
2 45 17 (38%) 13 (29%) 0.5
3 46 16 (45%) 13 (36%)
Receptores hormonales
R. Estr (+) 48 18 (37%) 14 (29%)
R. Estr (-) 20 10 (50%) 5 (25%) 0.7
R. Prog (+) 50 19 (38%) 14 (28%)
v R.Prog (-) 17 8 (47%) 5 (30%)
c-crbB2
Positivo 15 6 (40%) 3 (20%) 0.9
Negativo 26 13 (50%) 6 (23%9
Desconocido
Tipo de quimioterapia
Antraciclinas (comb) 76 33 (43%) 26 (34%) 0.4
Antrac + Taxano 33 15 (45%) 8 (24%)
Momento extraccion
Postcirugia 98 40 (40%) 26 (34%) 0.5
Precirugia - 13 8 (62%) 8 (24%)
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IV. 1. 2. Pacientes con enfermedad metastasica (grupo 2)

a) Frecuencia de deteccion de células tumorales aisladas en médula 6sea

28/43 (65%) pacientes presentaron células citoqueratina positivas en la
médula dsea en la primera extraccion (Fig. 12). La mediana de células tumorales
en las pacientes con médula 6sea positiva fue 11 cel/2 x 108 (2-1500).

'No se encontré relacion estadisticamente significativa entre la presencia de
células tumorales ocultas en médula 6sea, en mayor o menor nimero, y los
factores pronosticos clasicos que presentaron las pacientes en el momento del
diagnostico de cancer de mama (tabla 11), ni tampoco con otros factores en la
recaida como la mediana de tiempo hasta la progresion o el volumen tumoral,
representado por el nimero de localizaciones de metastasis (tabla 12).

El estudio citomorfologico del aspirado medular fue negativo en todas las
pacientes, pero la observacion microscopica convencional de la biopsia bilateral
de médula Osea mostré metastasis en 11 pacientes, de las cuales no se
sospechaba esta localizacién. En la mayoria de ellas las células se agrupaban en
racimos entre los componentes normales de la médula, como es habitual
(Fig.17). Logicamente en estas pacientes la vision inmunocitoquimica de la
médula result6 espectacular (Fig. 18), al poner de manifiesto células aisladas no
identificables con la simple vision microscdpica.

b) Respuesta a quimioterapia

Se realizd estudio de médula Osea pre y postquimioterapia para la
enfermedad metastasica a 25 pacientes que aceptaron la 2* extraccion. No hay
diferencias significativas entre las caracteristicas de estas pacientes y las de las
43 que acabamos de describir, excepto en el tamafio tumoral y estadio: en las
pacientes que tienen dos extracciones hay mayor nimero de pacientes con
tamaiio T3-4 y con estadio Il y IV.

La médula 6sea fue positiva en 19/25 (73%) pacientes en la primera
extraccion y en 6/25 (24%) en la segunda. La diferencia, aunque es llamativa, no
alcanza significacion estadistica (p=0.1).
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FIG. 17.- Metastasis en médula o6sea visibles al microscopio con la tincion
convencional. Las células son de gran tamafio, con nicleo grande y relaciéon nitcleo-
citoplasma disminuida, y se presentan habitualmente en grupos o racimos
(Fotografia superior: 400x; inferior: 1250x).



FIG. 18.- Imagen que presenta la médula 6sea de la fotografia anterior con la
tincion inmunocitoquimica anti-citoqueratinas. (Fotografia superior: 200x;
inferior: 1250x)
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Las figuras 19 y 20 muestran la variacion en los resultados en la médula
Osea antes y después del tratamiento. Tras la quimioterapia se negativizo la
médula 6sea de 13 (68%) de las 19 pacientes con positividad inicial, y no se
observo ninguna positivizacion entre las 6 previamente negativas. Permanecid
positiva la médula en 6/19 (32%) pacientes. No se pudo demostrar relacion
signiﬁcativa entre la variacién en la médula dsea y ningun factor prondstico
clasico, al diagnodstico ni en la recaida, como resume la tabla 14. Como en el
grupo 1, podemos distinguir cuatro subgrupos de pacientes:

- permanece positiva: 6/25 (24% del total de pacientes)
- negativizacion (de positiva a negativa): 13/25 (52%)

- positivizacion (de negativa a positiva): 0/25

- permanece negativa: 6/25 (24%)

El nimero mediano de células en médula 6sea también se redujo casi en un
50% en la segunda determinacion, en relacion con la primera: de 16 (3-1500)
pasé a 8.5 (2-807) celulas:2 x 10°

El tipo de quimioterapia aplicada (taxanos versus combinaciones de
antraciclinas sin taxanos. versus ambos) no influyé significativamente en la
..respuesta de la médula Osea al tratamiento. 'Si bien los resultados muestran
mayor negativizacion medular en las pacientes que recibieron taxanos (17/21 -
81%- se negativizan, mientras que las dos pacientes con médula positiva que
reciben combinaciones de antraciclinas sin taxanos permanecen igual tras el
tratamiento), los nimeros no permiten establecer comparaciones ni el disefio del
estudio lo pretende.

¢) Relacion con las distintas localizaciones de metastasis

Se detectaron células citoqueratina positivas en la médula 6sea de 28/40
(70%) pacientes con recaida sistémica. Ninguna de las dos pacientes con recaida
local presentaba células tumorales ocultas en médula 6sea.

17/23 (74%) pacientes con mas de una localizacién de metastasis presentaron
positividad medular inmunocitoquimica, frente a 11/18 (58%) pacientes con un
Unico sitio de recaida, aunque las diferencias no son estadisticamente
significativas (fig. 21). Se apreci6 una frecuencia algo mayor de
inmunopositividad en la médula 6sea en las pacientes con recaida Osea y
visceral: 15/20 (72%) con recaida Osea y 18/25 (75%) pacientes con recaida
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visceral presentaron médula Gsea positiva, frente a 8/15 (53%) pacientes con
recaida ganglionar. El nimero de pacientes no fue suficiente para demostrar
diferencias estadisticamente significativas.

Todas las pacientes con metastasis en médula dsea visibles al microscopio
convencional presentaron inmunocitoquimica positiva. De las 11 pacientes con
metastasis 19/31 (57%) pacientes con médula Osea negativa por método
convencional mostraron afectacion medular inmunocitoquimica. El porcentaje es
algo inferior al del grupo global aunque la diferencia no tiene significacion
estadistica. La distribucion de metastasis en este subgrupo es igual a la del grupo
global.

d) Relacion de la respuesta a quimioterapia con la respuesta clinica

En las pacientes metastasicas la respuesta a quimioterapia se evaluo tras 3-4
ciclos o tras 8-12 semanas de tratamiento, mediante las exploraciones clinicas y
de imagen necesarias, siguiendo los criterios de respuesta de la OMS. En el
momento de la evaluacion se realizé la segunda extraccion de médula 6sea a las

25 pacientes que lo aceptaron.

7125 (28%) pacientes presentaron respuesta completa al fratamiento, con
desaparicion total de las lesiones visibles y normalizacion de marcadores
tumorales si los tenian elevados. 9/25 (36%) pacientes presentaron respuesta
parcial y 7/25 (28%) mostraron estabilizacion de la enfermedad, o ausencia de
progresion si  se encontraban en situacion NED (ausencia de enfermedad
evidente tras cirugia de la lesion). Ninguna paciente present6 progresion de la
enfermedad antes de 6 meses desde el inicio del tratamiento. Dentro de los
distintos subgrupos de respuesta las localizaciones de recaida se distribuyen
homogéneamente, excepto la localizacion dsea, en la que como es l6gico no
puede valorarse una respuesta completa.

La respuesta medular no se correlacioné con la respuesta en las otras
localizaciones: como muestra la figura 22, de las 6 pacientes con respuesta
completa y médula previamente positiva pudimos apreciar negativizacion
inmunocitoquimica de la médula 6sea en 3 y persistencia de células positivas en
otras 3, mientras que 6 de las 7 con respuesta parcial y 4 de las 5 con
enfermedad estable negativizaron la médula 6sea, que permanecio positiva solo
en 1 paciente de cada grupo.
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e) Relacion entre la situacion inmunocitoquimica medular y la
evolucion de la enfermedad.

La mediana de seguimiento de las 42 pacientes de este grupo desde la
recaida es de 10.7 meses (2.4 — 41), durante los cuales 16 pacientes presentaron
progresion de la enfermedad. Las localizaciones de progresion son, en la mayoria
de las pacientes, las mismas que las de la primera recaida, aunque en cuatro de
ellas hay nuevos sitios de metastasis (ovarlo sistema nervioso, pulmoén, hlgado)
Se han regnstrado hasta el momento 4 muertes, todas en relacion con la
enfermedad.

Con una mediana de seguimiento de 10.7 meses han progresado 5/14
(35%) pacientes con médula Osea negativa frente a 11/28 (39.2%) con médula
6sea inmunocitoquimicamente positiva, sin que la diferencia sea
estadisticamente significativa (tabla 13), y han fallecido 1/14 (7.1%) pacientes
con médula negativa frente a 3/28 (10.7%) pacientes con médula positiva. Tanto
el tiempo de seguimiento como el nimero de eventos es insuficiente para
establecer diferencias significativas en el analisis de supervivencia, que tampoco
entra en los objetivos del presente trabajo, si bien la pregunta queda abierta para -
posteriores investigaciones. Unicamente con intencion descriptiva se resefia la-
evolucion de las pacientes en relacion con el estado de la médula dsea en el
momento del diagnostico de la recaida

De las 25 pacientes con dos extracciones de médula osea, han progresado
7/19 (37%) inicialmente “positivas” y 1/6 (16%) inicialmente negativas. En
relacion con la extraccion postquimioterapia, es interesante destacar que 3/6
(50%) pacientes con médula positiva en la 2* extraccion han progresado, frente a
5/19 (26%) de las que presentaron médula negativa (Fig. 23). Tampoco aqui las
diferencias son significativas, por el escaso nimero de eventos registrado.
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TABLA 12.- Relacion entre deteccién de células tumorales ocultas en médula 4sea
y factores prondsticos en la recaida en las pacientes del grupo 2.

Factor ~~~~~~ Total _ MO negativa (%) _ MOposmva(%) P

Todas las pacientes 42 14 (35%) 28 (65%)
Tiempo a la progresion ~ 31.3 meses (0-116) 26.7 35.1 0.2

(desde el diagnéstico)
Sitio de recaida

Local ' 2 (5%) 2 (100%) - 0.1
Sistémica 40 (95) 12 30%) 28 (70%)
Osea 25 (58%) 7 (28%) 18 (72%) 0.3
Ganglionar 15 (35%) 7 (46%) 8 (53%) 0.1
Visceral 20 (46%) 5 (25%) 15 (75%) 0.2
N° localizaciones M+
1 16 (37%) 53G1%) 11 (68%) 0.9
2 18 (42%) 6 (33%) 12 (66%)
34 8 (19%) 3(37%) 5(62%)

(*) TASPE: Quimioterapia a dosis altas y trasplante aut6logo de sangre periférica.
M+: metastasis

TABLA 13. Frecuencia de progresién de enfermedad y muerte por enfermedad en
las pacientes metastasicas, en relacnén con el resultado en médula Osea (mediana de
segmmlento 10.7 meses)*

Total (n=42) MO negativa MO positiva p
PROGRESION 16 (38%) 6 (37%) 10 (62%) 0.3
EXITUS 4( 9%) 1 (25%) 3 (75%) NS

* Estos resultados son puramente descriptivos, el seguimiento y el nimero de eventos no son suﬁclentes
para obtener conclusiones (ver texto).
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TABLA 11.- Relacién entre la detecciéon de células tumorales ocultas en médula
6sea y factores prondsticos (al diagnéstico inicial) en las pacientes del grupo 2.

Factor Total MO negativa (%) MO positiva (%) p
Todas las pacientes 42 14 (35%) 28 (65%) -
Edad mediana (rango) 46 (33-67) 48 (36-67) 40 (33-61)
<=37 6 (14%) 1(16%) 5 (83%) 0.7
'38-49 19 (44%) 6 (31%) 13 (68%)
50-69 13 (30%) 4 (30%) 9 (70%)
>70 - - -
Tipo histolégico
CDI 33(77%) 12 (36%) 21 (64%) 0.8
CLI 5(12%) 2 (40%) 3 (60%)
Tamario
Tl 8 (19%) 1 (13%) 7 (87%)
T2 5 (42%) 8 (44%) 10 (55%) 0.2
T3-4 10 (23%) 5 (50%) 5 (50%)
Ganglios afectos
NO 11 (26%) 3 (27%) 8 (73%)
N1-3 14(33%)  5(36%) 9 (64%) 0.6
N4-9 6 (14%) 2 (33%) . 9(50%)
N>=10 5(11%) 3 (60%) 6 (33%)
Estadio
I 4 (10%) - 4 (100%)
I 20 (47%) 8 (40%) 12 (60%) 04
I - 10 (23%) 4'(40%) 6 (60%)
1A% - 6 (14%) 2 (33%) 4 (67%)
Grado histolégico
1 3( 7%) 1 (33%) 2 (66%)
2 14 (34%) 4 (28%) 10 (71%) 0.5
3 8 (18%) 4 (50%) 4 (50%)
Desconocido 18 (41%)
Receptores hormonales
R. Estr (+) 21 (49 %) 4 (19%) 17 (81%)
R. Estr (-) 9(21%) 5 (56%) 4 (44%) 0.08
R. Prog () 17 (40%) 3 (17%) 14 (83%)
R.Prog (-) 13 (30%) 6 (46%) 7 (54%)
Desconocido 13 (30%)
c-erbB2
Positivo 8 (19%) 4 (50%) 4 (50%) 0.2
Negativo 14 (32%) 4 (28%) 10 (72%)

Desconocido 21 (48%)
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TABLA 14.- Frecuencia de positividad medular antes y después de la
quimioterapia para la enfermedad metastasica en relacién con las caracteristicas
de las pacientes

Pacientes con células tumorales ocultas en MO (MO+)

Variables Total PRE-QT POST- QT P
Todas las pacientes 25 19 (76%) 6 (24%) 0.1
Edad
<=37 4 4 (100%) 2 (50%)
38-49 12 10 ( 83%) 3 (25%) 0.3
50-69 8 5 (62%) 1(12%)
Tipo histoldgico
CDI 20 14 (74%) 4 (50%) 0.2
CLI 4 3(75%) 2 (50%) :
Tamario
Tl 6 6 (100%) 1 (17%)
T2 7 5(71%) 2 (29%) 0.7
T3-4 9 4 (50%) 1(12%)
Ganglios afectos
NO 7 5(83%) 2 (33%)
N1-3 9 7 (78%) 2 (22%) 0.9
N4-9 3 2 (67%) 1 (33%)
N>=10 3 2(50%) 1 (25%)
Estadio
I 4 5 (83%) 1 (25%)
II 9 7 ( 78%) 3 (37%) 0.7
III 8 2(67%) 1 (12%)
v 5 2 ( 50%) 1 (25%)
Grado histolégico .
1 2 1 (50%) 0
2 13 9 (75%) 2 (17%) 0.6
3 3 3 (100%) 0
Receptores hormonales
R. Estr (4) 15 13 (87%) 5 (33%)
R. Estr (-) 5 2 (40%) 1 (20%) 1
R. Prog (+) 12 11 (92%) 4 (33%)
R Prog (-) 8 4 (50%) 2 (25%)
Localizacidon de Ia recaida
Osea 14 11 (78%) 3 (22%)
Ganglionar 9 5 (55%) 2(22% 0.1
Visceral 10 8 (80%) 1 (10%)
Médula 6sea 7 7 (100) 4 (67%)
Tratamiento administrado
Antraciclinas (comb) 4 2 (50%) 2 (50%)
Antrac + Taxanos 6 5 (100%) 1 (20%) 04
Sélo Taxanos 15 11 (73%) 3 (20%)
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FIG. 19.- Variaciones en el nimero de células tumorales ocultas en médula ésea
antes y después de la quimioterapia en las pacientes metastiasicas: La figura
superior representa la frecuencia d e positividad y negatividad, que estd resumida
en la tabla. La figura inferior divide a las pacientes en grupos segin la respuesta a

quimioterapia
100%
n=6
80% -
60% - n=19
o MO (-)
0MO(+)
40% - n=19
20% -
0%
Extraccién 1:  Extraccion 2:
pre-QT post-QT
MO02 (-) MO02 (+) Total
MOI1 (-) 6 (100%) 0 6 (24%)
MOl (+) 13 (68%) 6 (32%) 19 (76%)
Total 19 (76%) 6 (24%) 25

MO 1: extraccion pre-quimioterapia; MO 2: extraccion postquimioterapia. (+): Médula
positiva: >1 célula tumoral presentes. (-): Médula negativa: 0-1 célula tumoral presente

20 .
IPermanece
15 - .
n=13 positiva
o0 Negativiza
10 .
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n= n=6
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negativa
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FIG. 20.- Monitorizacion de la respuesta de la médula 6sea a quimioterapia en las
pacientes con enfermedad metastisica. Las lineas representan la variaciéon en el
nimero de células citoqueratina-positivas en cada paciente, y los ejes indican la
situacion de la médula antes (izquierdo) y después (derecho) del tratamiento. Los
nimeros junta a cada linea indican el nimero de pacientes con ese nivel de células.
Las lineas rojas sefialan las pacientes que han presentado progresiéon de la
enfermedad. Obsérvese como la celularidad en médula ésea se ha reducido tras el
tratamiento en practicamente todas las pacientes.

Pre-quirrioterapia Post-quinrioterapia
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FIG. 21.- Relacion de la presencia de células tumorales ocultas en médula 6sea con

los diferentes sitios
pacientes del grupo 2 (n=43 pacientes).
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FIG. 22.- Relaciéon entre respuesta medular y respuesta de la enfermedad
diseminada a quimioterapia. La primera columna representa las pacientes cuya
médula permanece negativa tras el tratamiento; la segunda, las que negativizan la
médula, y la tercera las que permanecen con médula positiva. El nimero de
células citoqueratina-positivas en médula 6sea se redujo a mas de la mitad en casi
todas las pacientes.
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n=I|
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80% - n z
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60% - parcial
n=6
40% - n=2 o Respuesta
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0% e —
de (-) a (-) de (+) a (-) de (+) a (+)
De (-)a () De(+)«(-) De (+)»(+) Total
RCompleta 1 (14%) 3 (42%) 3 (42%) 7
R Parcial 2 (22%) 6 (66%) 1 (11%) 9
E Estable 2 (29%) 4 (57%) 1 (14%) 6
Total 5 13 4 22

FIG. 23.- Frecuencia de progresion de la enfermedad segiin el estado de la médula
0sea antes (MO 1)y después (MO 2 ) de la quimioterapia
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IV. 2. OBJETIVOS SECUNDARIOS:
IV. 2. 1. Pacientes con marcadores tumorales elevados (grupo 3)

a) Frecuencia de deteccion de células tumorales aisladas en médula dsea

15/25 (60%) pacientes con marcadores tumorales elevados y sin otra
evidencia de enfermedad metastasica presentaron células tumorales ocultas en el
aspirado de médula 6sea (Fig. 12). La observacion microscopica simple de las
muestras de biopsia de cresta iliaca no aprecié metastasis en ninguna paciente.
El nimero mediano de células fue de 7 células/2x10° (2-291) |

Igual que en los grupos 1y 2, no se encontré asociacion estadistica entre
la positividad o negatividad en médula y los diferentes factores pronésticos
clasicos de la enfermedad en el momento del diagndstico inicial (tipo
histologico, tamafio tumoral, afectacion ganglio, estadio, grado histologico del
tumor y expresion de receptores hormonales), como se puede observar en la
tabla 15. Si bien el nimero de pacientes es escaso en los diferentes subgrupos, no
se aprecia ninguna tendencia hacia mayor positividad en las categorias
consideradas de peor pronostico.

b) Relacion entre la situaciéon inmunoéitoquimica medular y la
evolucion de la enfermedad (tabla 16)

Con una mediana de seguimiento de 14 meses (1-34), se ha constatado
progresion de la enfermedad en 12/25 (44%) pacientes, de las cuales 9 (75%)
tenian células tumorales ocultas en la médula Osea, mientras que 3 (25%)
presentaban la médula negativa en el momento de la elevacion del marcador CA
15.3.

9/15 (60%) pacientes con médula 6sea inmunocitoquimicamente positiva
han progresado, frente a 3/10 (30%) pacientes con médula negativa. Esta
diferencia, como en el grupo anterior, no alcanza significacion estadistica; las
progresiones, sin embargo, tienden a acumularse en el grupo de médula positiva,
lo cual permite intuir un resultado mas concluyente con un seguimiento y
numero de pacientes mayor.

Todas las localizaciones de recaida son sistémicas: 8 pacientes han
presentado una sola localizacion, 3 presentaron 2y 1 recayd en 3 localizaciones,
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sin que hayamos apreciado relacion entre la positividad medular y el volumen
tumoral representado por el nimero de sitios de metastasis. 5/12 (45%) pacientes
en recaida tienen metastasis Oseas, 6/12 (50) presentan metastasis viscerales y en
1/12 (8%) la recaida es ganglionar. Todas las pacientes (100%) que han
presentado recaida visceral (pulmonar, higado, ovario) tenian células tumorales
ocultas en médula Gsea, mientras que sélo la mitad de las pacientes con recaida
Osea o ganglionar presentaban médula dsea positiva (figura 26).

Con respécto ala supervivencié, han fallecido 3 pacientes (12%) de este
grupo, todas por la enfermedad neoplasica, 2 de las cuales presentaron médula
Osea positiva. No es posible realizar ningtin analisis de supervivencia fiable con
tan escasos eventos, cuestion que queda pendiente para un estudio posterior.

IV. 2.2, Relacion sangre periférica- médula ésea

Se realizaron 60 extracciones de sangre periférica correspondientes a 47
pacientes, el mismo dia de la extraccion de médula osea.

La sangre periférica fue positiva en 3/60 (5%) determinaciones y negativa
en todas las demds. Las tres muestras pertenecian a distintas pacientes. La
médula 6sea fue positiva sin embargo en 26/60 (43%) determinaciones, con una
mediana de 7 células/2x10° (2-807). Las tres muestras de sangre periférica
positivas correspondian a médula 6sea también positiva. Las 3 presentaban mas
de S células inmunocitoquimicamente positivas en la médula 6sea. El nimero de
células en sangre periférica fue menor (50%) que el namero en médula ésea.
Ninguna paciente con médula Osea negativa presentd células tumorales
circulantes en sangre periférica.

En dos de las 60 muestras de médula dsea se detectaron metastasis en el
estudio convencional al microscopio optico. La sangre periférica correspondiente
fue negativa, a pesar de un nimero de células tumorales elevado en médula 6sea
(807 y 17 células/2x10°).

Por tanto la correlacion entre deteccion de células tumorales ocultas en
médula 6sea y en sangre periférica es de un 11% con el procedimiento utilizado.
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TABLA 15.- Relacion entre la presencia o ausencia de células tumorales ocultas en

Edad mediana (rango)

<=37 1 (33%) 2 (717%) 04
38-49 2 (29%) 5(71%)
50-69 5 (56%) 4 (44%)
>70 0 2 (100%)
Tipo histolégico
CDlI 8 (40%) 12 (60%) 0.4
-CLI o 1 (100%)
Tamafio
Tl 1 (20%) 4 (80%)
T2 4 (40%) 6 (60%) 0.7
T3-4 2 (40%) 3 (60%)
Ganglios afectos
NO 3 (37%) 5 (62%)
N1-3 0 4 (100%) 0.6
N4-9 3 (50%) 3 (50%)
N>=10 2 (67%) 1 (33%)
Estadio
I 1(25%) 3 (75%)
II 3 (33%) 6 (66%) 0.4
III 4 (57%) 3 (43%)
v 1 (50%) 1 (50%)
Grado histolégico
1 0 2 (100%)
2 5 (50%) 5 (50%) 0.4
3 1 (33%) 2 (67%)
Receptores hormonales
R. Estr (+) 2 (33%) 2 (66%)
R. Estr (<) 3 (60%) 4 (40%) 0.3
R. Prog (+) 2 (33%) 2 (66%)
R.Prog (-) 3 (60%) 4 (40%)

TABLA 16.- Relacién entre la presencia o ausencia de células tumorales ocultas en
médula ésea y las caracteristicas en la progresién en las pacientes con marcadores
tumorales séricos elevados (grupo 3, mediana de seguimiento=14 meses)

Factor Total MO negativa (%) MO positiva (%) p
Todas las pacientes 25 10 (40%) 15 (60%) 0.4
Progresién 12 (48%) 3 (25%) 9 (75%) 0.2
Tiempo progresién
(mediana, rango) 7.1(1-32) 11.5(1-32) 6.8 (2-25) 0.2
N° localizaciones
1 8 (66%) 2 (25%) 6 (75%) 0.6
>2 4 (34%) 1 (35%) 3 (75%)
Sitios de recaida
Hueso 5(41%) 3 (60%) 2 (40%)
Visceral 6 (50%) 0 6 (100%) 0.06
Ganglionar 1( 8%) 0 1 (100%)
Exitus 3 (12%) 1 (33%) 2 (66%) -



FIG. 25.- Relacion de la presencia de células tumorales ocultas en médula 6sea con
las diferentes localizaciones de metastasis en la recaida, en las pacientes con
marcadores tumorales elevados (n= 25, n° recaidas= 12). Obsérvese como todas
las recaidas viscerales tienen lugar en las pacientes con médula d6sea positiva y sin
embargo mas de la mitad de las recaidas déseas aparecen en pacientes sin
afectaciéon medular.
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FIG. 26.- Correlacion entre la deteccion de células tumorales en médula ésea y

sangre periférica
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V. DISCUSION

El objetivo principal del presente estudio fue evaluar la respuesta a
quimioterapia de las células tumorales ocultas en médula 6sea en pacientes con
cancer de mama, con el fin de abrir un campo para futuros estudios prospectivos
de intervencion, casi inexistentes hasta ahora. Incluimos para este objetivo
pacientes candidatas a quimioterapia, adyuvante o para enfermedad avanzada,
segun los criterios habituales y generalmente admitidos de administracion de
quimioterapia en pacientes con cincer de mama. Como objetivos secundarios
nos planteamos investigar si estas células constituyen signos objetivos de
enfermedad en las pacientes con marcadores tumorales elevados y sin evidencia
de enfermedad en las exploraciones convencionales, y averiguar la correlacion
de resultados en médula Osea y sangre periférica con la intencion de facilitar la
determinacion de enfermedad micrometastasica, si la correlacion fuese fiable.

El nimero de pacientes de cada grupo que se prestaron a realizar el estudio
seriado, 112 en el de tratamiento adyuvante y 25 en el de metastasicas, nos
parecié suficiente, tratandose de un estudio exploratorio de eficacia, similar a lo
que podria ser un ensayo fase 2. Con respecto a los objetivos secundarios,
consideramos que 25 pacientes en el grupo de marcadores elevados y 60
extracciones de sangre periférica eran suficientes para contestar a nuestra
pfégunta. Los nimeros han sido escasos para analizar otras variables, como
relacion con factores prondstico, que no entraban en los objetivos de este estudio
pero que tienen indudable interés, por lo que se ha querido resefiar los datos mas
llamativos, desde un punto de vista puramente descriptivo, como base para
disefiar posteriores estudios. De la misma forma, el tiempo de seguimiento de las
pacientes en los diferentes grupos fue insuficiente para analizar y comparar
supervivencias, cuestion que tampoco planteamos como objetivo de este trabajo
pero que queda abierta para una evaluacion ulterior.

Con el fin de estimar las dificultades de instauracion de esta técnica dentro
del circuito clinico habitual, intentamos que la extraccion de médula osea y la
determinacion de células tumorales se incluyera dentro del manejo estandar de
las pacientes y el funcionamiento de los diferentes Servicios. Por este motivo la
extraccion no se realizo en quir6fano en las pacientes recientemente intervenidas,
sino tras su llegada a nuestra consulta, habitualmente 3 semanas después de la
intervencion. En las pacientes con enfermedad avanzada o con marcadores
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elevados la extraccion se fue realizando a medida que se constataba el
diagnostico.

De acuerdo con Diel IJ y cols”, consideramos que el momento de la
extraccion, previo o posterior a la cirugia, no modifica los resultados en las
pacientes con cancer de mama. Estos autores no encontraron diferencias
significativas en la positividad medular cuando la extraccion se realizd en
pacientes a las que ya se les habia extirpado el tumor (32% presentaron células
micrometastasicas) frente a aquellas a las que se practico la extraccion
inmediatamente antes de la cirugia (la médula fue positiva en 38% ). Por este
motivo admitimos en el estudio a pacientes que recibieron quimioterapia de
induccién previa a la cirugia, maxime cuando el criterio para elegir este
tratamiento fue aleatorio en la mayor parte de los casos (ensayos clinicos
randomizados en los que correspondié esta opcion como tratamiento de entrada).

Sin embargo, y a pesar de la diferencia en el nimero de pacientes asignadas a
tratamiento pre o postquirurgico, observamos que la probabilidad de presentar
_células tumorales en médula 6sea es mayor cuando la extraccion se realiza antes
de la extirpacion del tumor primario, sin que esto pueda explicarse por otros
factores ya que, como hemos dicho, la asignacion a este tratamiento
preoperatorio no fue debida a estadio mas avanzado. Este hallazgo habia sido
apuntado por Mansi y cols®, que observaron una reduccién en la frecuencia de
presentacion de micrometastasis en médula cuando se realizaban aspirados
repetidos tras la cirugia. Al cabo de meses o afios de la extraccion inicial, solo 2
pacientes presentaron positividad de 21 inicialmente positivas. También Molino
y cols’®, como ya se ha comentado, detectaron células inmunocitoquimicamente
positivas en médula Osea de pacientes con cancer de mama en mayor proporcion
antes de la ctrugia que varias semanas después, postulando la hipétesis de que
quiza estas células en médula 6sea son células circulantes liberadas por el tumor,
atrapadas en los sinusoides medulares, que seran eliminadas y no reapareceran
tras la exéresis del tumor del que proceden. Sin embargo Weitz y cols’, ya
citados en la Introduccion, analizaron mediante PCR muestras de sangre de
pacientes con cancer de colon antes, durante y después de la intervencion
quirtrgica y detectaron células tumorales en la mitad de los pacientes, de los
cuales un 50% solo presentd células circulantes en las muestras tomadas durante
o después de la cirugia. Otros autores que han estudiado la médula en varios
momentos evolutivos no encontraron diferencias entre antes y después, si bien
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ninguno de ellos realizo extraccion previa a la cirugia inicial®® ™. Por ahora no
hay ninguna recomendacion especial sobre esto; la eleccion del momento mas
adecuado se subordina a la organizacion interna de cada institucion. Nuestra
observacion debe ser confirmada en estudios dirigidos a tal objetivo, pero puede
aportar informacion acerca del comportamiento de la enfermedad tumoral ante la
eliminacién del tumor primario.

Aunque las normas recientemente establecidas por la ISHAGE aconsejan al
menos cuatro  localizaciones de extraccion, nosotros hemos seguido el
procedimiento descrito en la mayoria de los trabajos publicados ultimamente,
con dos puntos de extraccion (ambas crestas iliacas)’® ” . Decidimos realizar
también biopsia Osea en ambas localizaciones, con el fin de relacionar los
resultados en las muestras de aspirado con el estudio histopatologico
convencional del hueso. Posteriormente dejamos de hacer biopsia en el grupo de
pacientes de tratamiento adyuvante, al no obtener ningun resultado positivo en
117 muestras, independientemente del resultado del estudio inmonocitoquimico.

Con respecto al procesamiento de las muestras no observamos especiales
problemas, aunque la laboriosidad y coste de la técnica dificultan su utilizacion
generalizada. El ‘anticuerpo A45-B/B3 es un anticuerpo monoclonal dirigido
contra un epitopo comun a distintas citoqueratinas del citoesqueleto de las
células epiteliales, incluyendo los heterodimeros 8/18 y 8/19, y ha demostrado
suficientemente su sensibilidad (probabilidad del 95% de detectar una célula
tumoral en 2x10° células mononucleadas) y especificidad®. La principal
limitacion descrita por todos los autores, y confirmada por el experimento del
Grupo de trabajo para la estandarizacion de la técnica, de la ISHAGE™, es la
variabilidad interindividual en la interpretacion de las muestras. En nuestro caso
no hubo discordancia en las muestras negativas, pero si un 10% en las muestras
positivas, correspondientes todas a extensiones con solo una célula positiva, que
uno de los evaluadores habia considerado tumoral mientras que el otro la
consideraba negativa. El caracter dudoso de estas muestras nos llevo a considerar
como negativas todas aquellas en las que solo aparecia una célula positiva para
citoqueratina.

Otra limitacion con la que nos hemos encontrado ha sido la del
consentimiento de las pacientes, que en un 25% de los casos no aceptaron la
segunda extraccion de médula, generalmente por las molestias ocasionadas por la

primera (dolor, desplazamiento, ansiedad, etc). Teniendo en cuenta la
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laboriosidad la técnica y estos problemas, referidos también por otros autores’”,
consideramos que para la instauracion de esta técnica dentro del panel estandar
de exploraciones al diagndstico seria muy interesante mejorar los métodos de
enriquecimiento de muestras’’, que permitan realizar la determinacion en sangre
periférica, y de seleccion automatica de células inmuno-tefiidas*®, que mejore la
homogeneidad en la evaluacidén microscopica.

Al tratarse de un estudio exploratorio, sin que los escasos estudios anteriores
hayan demostrado gran influencia de la quimioterapia en la eliminacion de la

celularidad oculta™ *

, no incluimos un grupo control de pacientes sin
quimioterapia en el que evaluar la evolucion de la médula 6sea, que en cualquier
caso introduciria un sesgo al seleccionar o bien pacientes sin ningun factor de

‘mal prondstico, o con mala situacion clinica que contraindica la quimioterapia.

Hemos observado positividad medular, es decir, presencia de células
tumorales citoqueratina-positivas, en un 40% de las pacientes con cancer de
mama primario de reciente diagnéstico, en un 65% de las pacientes con
enfermedad metastasica y en un 60% de las que presentan elevacion del
marcador CA15-3. Comentaremos estos hallazgos por separado, pero parece
evidente que la proporcion de celulas micrometastasicas en médula osea es
“mayor a medida que la enfermedad estd més avanzada, lo cual es logico si, como
la mayoria de los autores proponen, la enfermedad medular es expresion de la
enfermedad diseminada. Mas adelante trataremos este punto con detenimiento.

Entrando ya en el objetivo principal, es decir, la respuesta de las células
tumorales ocultas en médula osea a la quimioterapia, nos referiremos primero al
grupo de tratamiento adyuvante, y en segundo lugar a las pacientes con
enfermedad metastdsica, para comentar posteriormente los resultados
relacionados con los objetivos secundarios.

Detectamos la presencia de células tumorales micrometastasicas en médula
6sea en un 40 % de las 152 pacientes con cancer de mama primario de reciente
diagnostico, previamente a la administracion de tratamiento adyuvante.. Esta
frecuencia es similar a la descrita en la literatura para este grupo de pacientes:
36% para Braun y cols™, 38% para Harbeck y cols®!, 43% para Diel y cols®.
Molino y cols” comunican una frecuencia algo inferior, 31%, en pacientes con
estadios I y II. Mansi y cols®, que publican el estudio con mayor seguimiento,
con un nimero elevado de pacientes, y encuentran un 25% de positividad, han
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sido criticados por el anticuerpo utilizado. Ellos mismos reconocen que no es el
mas adecuado, por su baja especificidad. Por tanto nuestros resultados confirman
la observacion, ya extendida, de la elevada frecuencia de aparicién de células
tumorales ocultas en pacientes que se consideran libres de enfermedad, una vez
extirpado el tumor primario. Esta microdiseminacion pasa desapercibida para las
exploraciones habituales de extension de la enfermedad, lo que ha llevado a
varios autores a proponer una subclasificacion dentro del sistema de
estadificacion que incluya la enfermedad micrometastasica, aunque todavia no
hay acuerdo sobre este punto, mientras no se demuestre suficientemente el valor
prondstico del hallazgo de enfermedad oculta en médula 6sea’.

En nuestro estudio no se detecta relacion estadisticamente significativa entre
la presencia de células tumorales ocultas en médula 6sea y otros factores
pronosticos al diagnostico, aunque podemos apreciar tendencia a la asociacion
con algunas categorias concretas, que comentaremos por el potencial interés que
tienen para orientar posteriores investigaciones.

Las pacientes con tipo histologico lobulillar infiltrante parecen presentar
microdiseminacién medular con menos frecuencia que las de tipo carcinoma
ductal infiltrante, aunque la escasa proporcion de pacientes con el primer tipo
(10%) no permite asegurar la diferencia. Ningiin autor comunica asociacion de
un determinado tipo histoldégico con mayor o menor frecuencia de afectacion
medular micrometastasica, pero si se ha detectado una mayor proporcion de
micrometastasis (detectadas inmunohistoquimicamente) en ganglios regionales
en las pacientes con carcinoma lobulillar’®. La mayor tendencia a la invasividad
local de este tipo histolégico podria explicar este hallazgo, y también la menor
frecuencia de microdiseminacion sistémica.

La pacientes del grupo de edad inferior a 37 afios también parecen tener
células tumorales ocultas en médula 6sea en mayor proporcion que el resto. No
hay datos en la literatura que especifiquen la probabilidad de afectacion .
inmunocitoquimica medular en relaciéon con la edad, pero el resultado es
compatible con la consideracion de la edad mas joven como factor independiente

31, 32, 33,34

de mayor riesgo de recaida y muerte por cancer de mama , COMO ya se

ha comentado en la introduccion.

La médula 6sea parece ser positiva con mayor frecuencia en pacientes con
factores de mayor agresividad tumoral, como el tipo histoldgico 3, como también
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han comunicado Braun y cols™. Sin embargo no se aprecia relacion con otros
factores como el mayor tamafio tumoral, el mayor nimero de ganglios axilares
afectos, o la ausencia de expresion de receptores hormonales, a diferencia de los
datos publicados por el propio Braun”, por Diel*? y por Mansi y cols®*. En la
bibliografia revisada los datos son controvertidos: frente a los autores citados,
Harbeck y cols®’, y Molino y cols” no encuentran ninguna relacion de la
presencia de células tumorales ocultas en médula 6sea con los diferentes factores
pronosticos reconocidos. Quiza sea necesario un numero de pacientes que
permita distribuirlas en grandes grupos homogéneos para hallar correlacion
estadistica, 0 quizd no exista esta asociacion y la celularidad en médula sea,
como tedricamente parece, un factor independiente, con la consiguiente utilidad
para marcar pacientes de mal prondstico no identificadas por otros factores.

Ya se ha introducido, en el apartado referente a la hipotesis de trabajo, la
importancia de disponer de un marcador precoz de respuesta a quimioterapia
adyuvante, que permita modificar el tratamiento segun el efecto citotoxico
observado. Con este fin analizamos comparativamente la médula 0sea de 112
pacientes con cancer de mama localizado, antes y después de la quimioterapia
adyuvante con diferentes combinaciones .de antraciclinas o de antraciclinas y
taxanos, y encontramos positividad medular en 48/112 (42%) pacientes antes del -
tratamiento y en 34/112 (30%) pacientes después. La frecuencia de
negativizacion fue 36/48 (75%), que se vio atemperada por la positivizacion de
22/64 (34%) médulas previamente negativas.

Nuestros resultados difieren en parte de los publicadas por Molino y cols” y
Braun y cols®, quienes tras el tratamiento adyuvante solo aprecian 13/73 (18%)
y 14/59 (23%) respuestas -negativizacion de la médula dsea- respectivamente en
las pacientes con médula positiva inicial, sin cambios en la mediana del nimero
de células antes y después del tratamiento. Nosotros hemos observado un claro
efecto de la quimioterapia sobre las células micrometastasicas en médula osea,
con reduccion tanto en el porcentaje de pacientes previamente positivas como en
la mediana de células detectada post-tratamiento. La mayor quimiosensibilidad
no parece ser consecuencia del esquema terapéutico, que no se describe en el
trabajo de Molino y cols™, pero que en el de Braun y cols® consistio en
combinaciones de taxanos y epirrubicina con una intensidad de dosis adecuada.
La unica diferencia estriba en el momento de la segunda extraccion, tres semanas
después del ultimo ciclo de quimioterapia en el estudio de Braun, mientras que
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nosotros la realizamos a partir de 6-8 semanas del ultimo ciclo, con lo que cabe
la posibilidad de que el mayor tiempo transcurrido permita un mayor
aclaramiento de las células dafiadas.

La diferencia entre la positividad medular pre y post-tratamiento en las
pacientes que reciben quimioterapia adyuvante no alcanza significacion
estadistica, sin embargo, debido a un hecho que también ha sido comunicado por
los autores citados” *°: un porcentaje de las pacientes con médula negativa pre-
tratamiento - 34% en nuestro estudio- positivizan la médula después. |

Por tanto, aunque las diferencias entre la primera y segunda extraccion no
son estadisticamente significativas, los resultados muestran que probablemente la
quimioterapia es efectiva en un porcentaje importante de pacientes, que se ve
reducido por la aparicion de células tumorales ocultas en pacientes que antes no
las tenian.

De aqui se puede extraer una consideracion importante: a no ser que se trate
de un falso negativo de la técnica en la primera extraccion, cosa que no parece
probable dada su sensibilidad, hay que deducir que las pacientes presentaban

células ocultas en un namero inferior al umbral de la técnica y que este nimero
va aumentando hasta permitir su hallazgo en la segunda extraccion. En este caso
las “pacientes estarian mostrando resistencia a la quimioterapia, hipotesis
consistente con la observacion preliminar de Braun y cols®® con respecto a la
evolucion clinica de este grupo, igual a la del grupo de pacientes con médula
positiva inicial, y peor que la de aquellas con médula negativa en las dos
determinaciones. De confirmarse esta hipdtesis, dispondriamos por primera vez
del anhelado marcador de respuesta o de resistencia a la quimioterapia
adyuvante en las pacientes con cancer de mama, que permitiria modificar el
tratamiento segun la quimiosensibilidad observada, o plantear otras
aproximaciones terapéuticas en las pacientes quimiorresistentes.

Tanto Braun® como otros investigadores*” *’ han postulado que la
quimiorresistencia de las células micrometastasicas de una fraccion de pacientes
puede estar relacionada con el hecho de encontrarse esas células fuera de ciclo
celular, en fase Gy, “durmientes”, por lo que no resultarian afectadas por los
farmacos que actian en otras fases. Esta tesis se apoya en la baja capacidad
proliferativa observada en las células tumorales ocultas*> * . De aqui se deduce
que el grupo de pacientes con enfermedad residual medular podria ser candidato

99



a modalidades terapéuticas con accion independiente del ciclo celular, y en este
sentido se desarrolla la investigacion, aunque los trabajos son por el momento
preliminares y escasos’ 1% 128129

En el grupo de pacientes metastasicas apreciamos positividad medular en
28/42 (65%) pacientes, de la cuales 40 presentaban recaida sistémica. La
mediana de células tumorales en médula 6sea fue 11 células/2x10°, superior a la
que presentan las pacientes con cancer de mama primario. La literatura acerca
de la pfeéencia de células tumorales ocultas en médula dsea de pacientes con
cancer de mama metastasico es escasa. S6lo Janni y cols®* comunican un 16% de
positividad en 32 pacientes con recaida local y un 73% en 33 pacientes con

4! no ofrece resultados

recaida sistémica. Un estudio previo, de Kamby y cols
consistentes porque la determinacion se realiza sobre biosias medulares y
extensiones de sangre periférica, lo cual disminuye la sensibilidad al analizar un
bajo nimero de células, y porque el anticuerpo utilizado -antimucinas- tiene una

baja especificidad al presentar reactividad cruzada con células hemotopoyéticas.

Igual que en el grupo analizado por Janni®*, no encontramos relacion
estadisticamente significativa entre la positividad medular y los factores
prondstico clasicos que presentaron las pacientes en el momento del diagnéstico
inicial de cancer de mama, como el tamafio del tumor, afectacién ganglionar,
grado histologico, expresion de receptores hormonales o de erbB2 en las
pacientes en las que se conocia este dato, y tampoco pudimos encontrar
asociacion con el mayor volumen tumoral, determinado por el numero de
localizaciones de metastasis.

El sitio de recaida si parece tener relacion, en nuestro grupo, con la presencia
o ausencia de micrometastasis en médula 6sea en ese momento. En las pacientes
con recaida sistémica detectamos médula positiva con mas frecuencia que en
aquellas con recaida local, y dentro de la recaida sistémica, las pacientes con
localizaciones viscerales y Osea presentan celularidad micrometastasica en
médula 6sea en mayor proporcion que aquellas con recidiva ganglionar. Los
resultados coinciden en parte con los descritos por Janni y cols®, que encuentran
metastasis Oseas en 13 de 14 pacientes con médula positiva.  Otros
investigadores que han relacionado la presencia de médula dsea positiva -en el
momento del diagnéstico primario- con las posteriores localizaciones de
metastasis, comunican una mayor frecuencia de metastasis Oseas en las pacientes

con médula afecta”™. En nuestro grupo el nimero de pacientes con recidiva local
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exclusiva es muy bajo, logicamente, al incluir s6lo pacientes candidatas a
quimioterapia, por lo que este resultado tiene solo valor descriptivo.

La frecuencia de metastasis Oseas parece un hecho logico en pacientes con
afectacion micrometastasica medular, pero se supone que algin factor del
microambiente medular o de otro tipo estimula la metastatizacion 6sea en el
cancer de mama, dado que otros tumores —gastrico, colon- con la misma
frecuencia de celularidad medular oculta presentan escasa diseminacion Osea
abierta®” %55 ’

La respuesta a la quimioterapia en las pacientes metastasicas fue algo mas
evidente que en las de tratamiento adyuvante, como puede apreciarse
graficamente en la figura 20. Antes de la quimioterapia 19/25 (76%) pacientes
presentaban médula positiva; después, solo 6/25 (24%) mantenian la positividad,
aunque la mediana del nimero de células se redujo casi en un 50%. No
observamos en este grupo positivizacion medular en ninguna de las pacientes
previamente negativas.

El hecho de que en las pacientes metastasicas no apreciemos positivizacion
medular en ningin caso puede deberse al pequefio nimero de enfermas con
médula inicial negativa. No podemos contrastar nuestros datos con los de otros
autores, pues no hay trabajos publicados, en la bibliografia encontrada, que
estudien el efecto de la quimioterapia en estas pacientes. Podriamos sin embargo
especular que la quimiosensibilidad de las micrometastasis medulares en la
enfermedad metastésica posiblemente es mayor que la de las células ocultas en
las pacientes sin evidencia de recidiva, células que en gran parte se encuentran en
fase latente. En la enfermedad avanzada probablemente las células estan activas
y en fase proliferativa, como indican los trabajos -ya comentados- que detectan
mayor nimero de aberraciones cromosomicas en las células tumorales ocultas de
pacientes con enfermedad diseminada'®! '

La respuesta medular, que fue por tanto muy evidente, no predijo la
respuesta de las otras localizaciones. El nimero de pacientes con médula osea
previamente positiva y respuesta parcial o enfermedad estable extramedular que
negativizaron el resultado en médula 6sea fue mayor que el de pacientes con
respuesta completa y negativizacion medular. Al no haber positivizacion medular
ni progresion de enfermedad extramedular en los primeros 6 meses no pudimos
correlacionar este hecho con los cambios en médula 6sea en el momento de la
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primera valoracion de respuesta. Es interesante sin embargo destacar que, hasta
el momento, con una mediana de seguimiento de 10.7 meses, todas las
progresiones de pacientes metastasicas, menos una, han tenido lugar en
pacientes con médula Osea positiva en la recaida. El seguimiento de las pacientes
es demasiado corto para realizar ningun otro analisis, que queda pendiente para
una revision posterior, dado el enorme interés que tiene conocer el valor
pronostico de este parametro también en las pacientes con enfermedad avanzada.
Janni y cols®* | con una mediana de seguimiento de 37 meses, observan una
evolucion significativamente peor para las pacientes con positividad medular,
quienes presentan una supervivencia mediana 4 veces menor que aquellas con
médula Osea negativa (4.4 versus 16.8 meses). Estos autores concluyen que —si
bien sus resultados deben ser confirmados en estudios mas amplios- el numero
de células tumorales en médula Gsea en el momento de la primera recaida en el
cancer de mama es un nuevo factor prondstico que viene a unirse a los escasos
factores de que disponemos en la enfermedad metastasica, para seleccionar
grupos de pacientes en los que estaria indicado un tratamiento mas agresivo.

Nuestro trabajo es el primero que analiza la respuesta a quimioterapia de las
células ocultas en médula dsea en pacientes con cancer de mama metastasico.
Con los resultados obtenidos hasta ahora no podemos extraer conclusiones
fiables acerca del valor de la quimioterapia en estas pacientes, o de 1la
importancia de monitorizar la respuesta medular. Da la impresién de que la |
enfermedad sistémica tiene un comportamiento independiente del de la
enfermedad residual medular, pero seria importante comprobar, con un
seguimiento mayor y mayor nimero de pacientes, si este comportamiento se
homogeneiza , o si la evolucion de las células tumorales en la médula predice
mejor la de la enfermedad neoplasica en general. En muchas ocasiones no es
facil evaluar la respuesta a quimioterapia por técnicas de imagen, o incluso no se
puede por no ser la enfermedad medible, lo cual puede llevar a errores en la
apreciacion de la respuesta . Disponer de un marcador cuantificable con relativa
facilidad, como es el nimero de células en médula dGsea, podria resultar de gran
ayuda para conocer con precision la eficacia del tratamiento, ademas de
permirtirnos simplificar el manejo de las pacientes.

Con respecto a las pacientes con cancer de mama y marcadores tumorales
séricos elevados sin evidencia de recaida, encontramos células tumorales
micrometastasicas en médula 6sea en 15/25 (60%) pacientes, con una mediana
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de células de 7 por cada 2 millones de células mononucleadas. No se ha
publicado ningun estudio que investigue la celularidad tumoral oculta en
pacientes con marcadores séricos elevados, pero el hallazgo de un frecuencia de
positividad similar a la de las pacientes metastasicas es compatible con la
elevada probabilidad de recaida de estas pacientes, y apoya nuestra hipotesis de
que las células ocultas expresan enfermedad minima residual. Como en los
grupos anteriores (pacientes de tratamiento adyuvante y pacientes con
enfermedad metastasica demostrada), no encontramos relacion con ninguno de
los factores pronéstico clasicos del tumor primario.

La frecuencia de progresion de enfermedad, con una mediana de
seguimiento de 14 meses, fue mayor en el grupo de médula ésea positiva. De las
15 pacientes con médula Osea positiva, constatamos progresion de enfermedad
en 8 (53%), mientras que de las 10 con médula negativa han progresado 3
(30%). Esta diferencia no es estadisticamente significativa, aunque es posible
que un mayor seguimiento ofrezca resultados mas concluyentes. El escaso
numero de eventos en las pacientes con médula negativa no permite tampoco
realizar comparaciones fiables. No hay tampoco seguimiento ni eventos
suficientes para realizar estudio de supervivencia, que —como en los casos
anteriores- no entraba en los objetivos del presente estudio, aunqﬁe se realizara
mas adelante.

Los resultados de nuestro estudio en este grupo de pacientes, no afiaden por
ahora especial informaciéon a la que ya proporciona de por si el marcador
elevado. El interés de nuestros resultados estriba mas bien en poner de
manifiesto signos objetivos de enfermedad en un porcentaje elevado de
pacientes, y abrir por tanto una puerta a la investigacion clinica en esta situacion,
en la que, como varios autores han comunicado, la probabilidad de recaida es

138. 139 hublicaron que la

inminente en un 25-65% de los casos''°. Vizcarra y cols
elevacion del CA 15-3 predijo la recaida en 28/63 (44%) pacientes, de un total de

444 pacientes libres de enfermedad seguidas durante 36 meses.

Teéricamente, la probabilidad de controlar una neoplasia es mayor cuanto
menor es el volumen tumoral. La elevacién confirmada de marcadores séricos es
probablemente un signo claro de enfermedad subclinica''® Esta situacion es, por
tanto, ideal para realizar intentos terapéuticos con intencion incluso curativa. Sin
embargo la norma de no tratar pacientes asintomaticos sin enfermedad objetiva y

evaluable ha hecho que muy pocos tratamientos se hayan ensayado en estas
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pacientes. Aunque algin grupo que ha ensayado la hormonoterapia en estas
pacientes comunica una reducciéon en la proporcion de recaidas, hssta el
momento no se ha demostrado con un grado de evidencia suficiente la ventaja de
un inicio precoz de ningun tratamiento citostatico ni de otro tipo,. Se asume qué
la actitud ha de ser expectante, con la consiguiente intranquilidad para el
paciente y el médico, que han de esperar impotentes una mas que probable
progresion de la enfermedad.

Ravdin ''° describe un posible futuro, en que los marcadores tumorales
elevados seran tan sensibles y especificos que reflejaran verdaderamente la
enfermedad micrometastasica y permitiran tratar a las pacientes que realmente
lo necesiten en un momento en que la enfermedad es tan minima que podria ser
curable con quimioterapia, abandonando el objetivo paliativo que es la meta
actual en la enfermedad metastasica. En esta situacion ideal no seria necesario el
tratamiento adyuvante tal y como se administra ahora, sino que solo lo recibirian
las pacientes con evidencia de enfermedad residual objetiva. La deteccion de
células tumorales ocultas en médula 6sea puede ser la evidencia de enfermedad
que todos buscamos en estas pacientes, con la ventaja de ser potencialmente
curable , por su pequefio volumen.

En referencia al ultimo objetivo, la correlacion entre la deteccion de células
tumorales en sangre periférica y en médula Osea es escasa con el procedimiento
descrito. Hemos detectado solo 3 muestras de sangre periférica positivas entre 60
determinaciones, mientras que la médula 6sea mostrd positividad en 26 de los 60
casos. El hecho de que no aparezcan células en sangre periférica de las pacientes
con ‘médula negativa, y la observacion de que en los tres casos de sangre
positiva el niimero de células en la médula fue mayor de 5: 2 x 10° lleva a pensar
que la aparicion de células circulantes en sangre es una consecuencia de su
presencia en médula, y que la sensibilidad de la técnica en sangre es muy inferior
a la que muestra cuando se aplica a la médula 6sea. Seria necesario repetir el
estudio tras enriquecer la sangre periférica mediante esferas inmunomagnéticas
método cuya utilidad ha sido comunicada en varias ocasiones’’. Nos parece
interesante continuar la investigacion en este sentido, por lo mucho que
facilitaria el procedimiento el poder realizar el estudio en sangre periférica,
teniendo en cuenta que cualquier ensayo clinica basado en el niimero de células
micrometastdsicas compotta extracciones seriadas, con la consiguiente
incomodidad para las pacientes. Ya hemos comentado, y otros grupos han
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encontrado el mismo problema”, la dificultad para que las pacientes consientan

en repetir la exploracion.

El factor “presencia de células ocultas en médula 6sea” ha sido hasta ahora
un elemento descriptivo mdas en las pacientes con cancer de mama, sin que se
haya considerado determinante de ninguna decision terapéutica, a pesar de su
valor pronéstico cada vez mas reconocido. Esto se debe a la comprensible
cautela con que se debe acoger un descubrimiento de este tipo, dada la toxicidad
e incluso riesgo de mortalidad de la terapéutica del cancer, que hace indeseable
su administracion si no esta claramente establecido el beneficio. Pero ahora que
el método de determinacion esta cada vez mas maduro y asequible para realizar
como técnica practicamente estandar de laboratorio, va llegando el momento de
promover ensayos clinicos con las pacientes en diferentes situaciones evolutivas,
para aclarar en qué medida la intervencion sobre la enfermedad subclinica
influye en la evolucion de la enfermedad.
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VL. CONCLUSIONES

La presencia de células tumorales ocultas en médula 6sea en pacientes con
cancer de mama es un hecho frecuente en diferentes momentos evolutivos de
la enfermedad. Tanto la frecuencia de deteccion como el numero de células
cbservade parece ser progresivo a medida que la enfermedad es mas
avanzada. No parece, en nuestro grupo de paciente, que la observacion de
enfermedad micrometastasica en médula dsea tenga relacion con los factores
prondsticos que clasicamente se aceptan como indicadores de mayor
agresividad tumoral.

La quimioterapia, tanto en el tratamiento adyuvante como en situacion de
enfermedad metastasica, consigue eliminar la celularidad oculta en médula
Osea en mas de la mitad de las pacientes y, en el caso del tratamiento
adyuvante, sefiala un grupo de pacientes con enfermedad quimiorresistente,
tanto por persistencia de positividad como por aparicion de células
micrometastasicas en médulas previamente negativas, que representa un
tercio del total. La importancia de esta observacion en la evolucion de las
pacientes esta todavia por determinar.

En el grupo de pacientes metastasicas la respuesta a quimioterapia en médula
6sea no coincide con la respuesta de la enfermedad extramedular. Hace falta
un mayor seguimiento para evaluar si la eliminacion de la enfermedad
medular refleja el comportamiento de la neoplasia con mas fiabilidad que las
técnicas convencionales de evaluacion de respuesta.

Aparentemente la presencia de enfermedad micrometastasica en médula 6sea
de pacientes con metastasis se relaciona con enfermedad diseminada visceral
y 6sea en mayor proporcion que con enfermedad local o ganglionar.

En las pacientes con marcadores tumorales elevados sin evidencia de recaida
la presencia de células tumorales ocultas en médula 6sea representa un signo
objetivo de enfermedad subclinica. Esta observacion abre la puerta a la
investigacion de tratamientos especificos dirigidos a reducirla o eliminarla.

Finalmente, la sangre periférica no es por el momento un lugar adecuado
para la investigacion de células micrometastasicas, por la escasa sensibilidad
de la técnica en este medio.
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