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I. Introducción. 

1.- Cáncer de mama 

 

1.1. Importancia demográfica del cáncer de mama en España. 

La población oficial de España a 1 de Enero del 2.000 fue de 40.499.791 

personas, de las que el 51,05% eran mujeres. [1]  En dicho año, se produjeron 360.391 

decesos; desglosados por causas de mortalidad, las dominantes fueron las enfermedades 

del aparato circulatorio (34,88% del total), seguidas por cáncer y  por las enfermedades 

del aparato respiratorio (26,38% y 11,37% respectivamente) [2]  

 Nuestro país carece todavía de un registro oficial global de tumores. Los datos 

estimados a partir de Comunidades Autónomas que sí cuentan con dichos registros 

muestran que el cáncer de pulmón es la primera causa tanto en número de casos como 

en muertes (de 84.736 casos y 57.800 muertes por cáncer en el año 2.000; las neoplasias 

pulmonares suponen el 19,85% (16.821 casos) y 27,64% (15.974 muertes) 

respectivamente), seguido por el cáncer de mama (17,62% (14.934 casos) y 11,04% 

(6.381 muertes)) y el de colon (12,39% de los casos y 10,30% de las muertes 

respectivamente). [3]. Dado que el cáncer de mama en el varón supone sólo el 1% de los 

tumores mamarios, el cáncer de mama es hoy por hoy la primera causa de mortalidad 

por cáncer en las mujeres españolas. [4] 

 

1.2. Generalidades. 

1.2.1. Riesgo. 

 El riesgo de padecer un cáncer de mama aumenta con la edad, siendo el riesgo 

estimado de padecerlo a lo largo de la vida para una mujer blanca de 13,1%; desde el 
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momento del nacimiento, la probabilidad de fallecer de un cáncer de mama es de 3,4%. 

[5]  

 

1.2.2. Tendencia temporal. 

 En los últimos años ha habido un auge en la práctica de mamografías de cribado 

con el fin de conseguir un diagnóstico precoz del cáncer de mama, a raíz de los datos de 

los trabajos de Otto et al [6], Duffy et al [7], Blanks et al [8] y Greenlee et al [9] en 

Holanda, Suecia, Reino Unido y Estados Unidos respectivamente.  Dichos trabajos 

globalmente sugieren que si bien la mortalidad por cáncer de mama en Occidente 

presenta una tendencia a la disminución, el número total de diagnósticos ha aumentado, 

a favor de estadíos mucho más tempranos y curables a largo plazo al menos en el grupo 

de mujeres de 40 a 59 años.  

 

1.2.3. Factores de riesgo para el cáncer de mama. 

  

Los más contrastados son los siguientes:  

 

1.2.3.1. Agregación familiar. 

 Globalmente, existe un riesgo 1,5-3 veces superior al de la población normal 

para aquellas pacientes cuyo familiar de primer grado (hermana o madre) hayan 

padecido un cáncer de mama. [10] La historia familiar es un factor de riesgo 

heterogéneo que depende del número de familiares afectos, del número de familiares no 

afectos, de la edad al diagnóstico en los familiares y del grado de parentesco. Incluso en 

la ausencia de una predisposición hereditaria conocida al cáncer de mama (ver siguiente 

apartado), las pacientes con historia familiar positiva tienen un cierto incremento del 
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riesgo, debido bien a factores genéticos aún no definidos, factores ambientales, o a una 

combinación de ambos. 

 

1.2.3.2. Predisposición hereditaria.   

 La predisposición hereditaria ha de sospecharse sobre todo cuando una mujer 

padece cáncer de mama a edades tempranas (por debajo de 45 años) y tiene historia 

familiar positiva para cáncer de mama y/o ovario (fundamentalmente), o cuando hay un 

gran número de familiares afectos.  

 En el año 1994 se clonó el gen BRCA1, tras identificar en 1990 una región de 

susceptibilidad genética al cáncer de mama en la región 17q21. Las mutaciones de dicho 

gen (transmitido de forma autosómica dominante) se asocian a un riesgo de hasta 85% 

de desarrollo de cáncer de mama a lo largo de la vida, sobre todo a edades tempranas. 

Asimismo, también la posibilidad de padecer cáncer de ovario aumenta si esta mutación 

está presente.  

 En ese mismo año se localizó y clonó el BRCA2, en el cromosoma 13 

(transmisión autosómica dominante). El riesgo estimado de padecer cáncer de mama es 

similar para las pacientes  que presentan mutaciones en este gen, si bien la posibilidad 

de padecer cáncer de ovario es menor. [11-13]  

 Las proteínas derivadas de la transcripción de los genes BRCA1 y BRCA2 

ejercen una función inhibitoria de las señales desencadenadas por las hormonas 

esteroideas en el epitelio mamario; hipotéticamente, una alteración en la función de 

dichas proteínas provocaría una falta de control sobre los caminos de señalización 

celular derivados de la activación estrogénica, predisponiendo a la carcinogénesis. [14] 

 Las pacientes con los síndromes de Li-Fraumeni, Cowden, Muir-Torre y con la 

enfermedad ataxia-telangiectasia, tienen también un aumento de la susceptibilidad al 
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cáncer de mama; este aumento está relacionado con un deterioro en la capacidad de 

reparación del DNA a nivel de todos los tejidos, no tratándose por tanto de síndromes 

específicos de cáncer de mama. 

 

1.2.3.3. Factores hormonales. 

 Los estudios epidemiológicos a gran escala sugieren que a mayor tiempo de 

exposición a estrógenos, mayor riesgo de cáncer de mama. Una menarquia temprana, 

una menopausia tardía, la nuliparidad y una edad tardía al primer embarazo se 

relacionan con un aumento en la incidencia. [15,16] La intensidad de exposición juega 

un papel importante: en mujeres posmenopáusicas, cuyos estrógenos provienen 

fundamentalmente de la aromatización en tejidos periféricos de los andrógenos 

suprarrenales, la obesidad se asocia a un incremento del riesgo (la aromatización de 

andrógenos se produce sobre todo en el tejido graso). [17] También el uso de terapia 

hormonal sustitutiva aumenta el riesgo. [18] Estas dos últimas situaciones están 

vinculadas a un aumento de la cantidad de estrógenos circulantes. [19] 

 La incidencia de cáncer de mama se incrementa con la edad. Dicho incremento 

persiste tras la menopausia, pero a una velocidad 6 veces menor. Esto sugiere la 

importancia de la función ovárica (en cuanto a síntesis de estrógenos) en el riesgo de 

cáncer de mama. [20] 

 

1.2.3.4. Estilo de vida y factores dietéticos. 

 Los estudios desprendidos del análisis de las poblaciones inmigrantes (en las que 

se observa un cambio de la incidencia del cáncer de mama hacia la incidencia del país al 

que emigran con el paso del tiempo) hicieron sospechar una relación con factores 

dietéticos. [21, 22] Si bien el consumo de grasa per capita se correlaciona con incidencia 
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y mortalidad por cáncer de mama, el mayor estudio al respecto, que combina los datos 

de 7 cohortes prospectivas sumando un total de 337.819 mujeres, fracasó a la hora de 

hallar una diferencia en la incidencia de cáncer de mama entre el grupo del quintil 

superior del consumo de grasa con respecto al grupo del quintil inferior. [23] 

 La práctica de ejercicio físico regular parece proteger del cáncer de mama en 

mujeres premenopáusicas debido a dos razones: a la pérdida de grasa periférica y al 

aumento de ciclos anovulatorios; ambos factores conducen a una menor exposición a 

estrógenos. [24] 

 Un gran metaanálisis que estudió la relación del consumo de alcohol con la 

incidencia de cáncer de mama, halló que el riesgo relativo para las pacientes que 

consumían 1, 2, o 3 unidades de bebida alcohólica al día era de 1,1, 1,2 y 1,4 

respectivamente respecto a las mujeres abstemias. [25] Dicho riesgo parecía disminuir si 

se acompañaba de ingesta alta de ácido fólico. [26] 

 Falta evidencia suficiente para afirmar que el consumo de fibras o de vitaminas 

confiera protección, pero parece que una dieta con alto contenido en frutas y en 

vegetales puede disminuir el riesgo. [27] 

 

1.2.3.5. Enfermedades benignas de la mama. 

 Las enfermedades benignas de la mama se dividen en no proliferativas y 

proliferativas (hiperplasia ductal, adenosis esclerosante, atipia ductal con hiperplasia y 

carcinoma lobulillar in situ). Las primeras no están asociadas a incremento de 

incidencia de cáncer de mama, mientras que las segundas sí. Si en una biopsia de 

enfermedad proliferativa no observamos atipias histológicas, el riesgo de cáncer está 

aumentado 1,5-2, mientras que si lo que observamos es una hiperplasia con atipia, el 

riesgo relativo es de 5. Para hacerse una idea de lo que estos datos representan, el riesgo 
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a 15 años de presentar cáncer de mama para una mujer con una biopsia de hiperplasia 

con atipia e historia familiar positiva es del 20%. [28] 

 

1.2.3.6. Factores ambientales. 

 Se acepta que la exposición a radiaciones ionizantes incrementa el riesgo de 

cáncer de mama, con un período de latencia de hasta 40 años. Al respecto es muy 

ilustrativo el estudio de Gervais-Fagnou et al, [29] en el que en una cohorte de 427 

mujeres que habían recibido irradiación supradiafragmática como tratamiento de 

enfermedad de Hodgkin en el pasado mostraban un riesgo relativo de 10,6 para cáncer 

de mama respecto al esperado para mujeres de su edad sin irradiación previa. 

 

A pesar de lo dicho en los párrafos precedentes, hasta un 50 % de las mujeres no 

tienen en su historia clínica ningún factor de riesgo identificable más allá del aumento 

de la edad y el género femenino. [30] Puesto que el 99% de los casos de cáncer de 

mama tienen lugar en la mujer, el factor “género femenino” no se considera un factor de 

riesgo. 

 

1.3. Breve recuerdo clínico. 

Los nódulos y masas en la mama son detectables en el 90% de los pacientes con 

cáncer de mama, y constituyen el signo más frecuente en la historia clínica y en la 

exploración física. La masa típica del cáncer de mama suele ser solitaria, unilateral, 

sólida, dura, irregular, fija y no dolorosa. 

Las descargas espontáneas por el pezón a través de un conducto mamario es el 

segundo signo más frecuente del cáncer de mama. Tal descarga se produce en 

aproximadamente el 3% de las mujeres con cáncer de mama, pero el 90% de los casos 

16 



de descarga por el pezón traducen patología benigna. En general, descargas lechosas, 

purulentas o pegajosas no suelen corresponder a patología tumoral, pero las descargas 

serosas, serosanguinolentas, hemorrágicas o acuosas han de ser investigadas. 

Otras manifestaciones de presentación incluyen cambios cutáneos, 

linfadenopatías axilares o signos locales de enfermedad avanzada o diseminada.  

En general, en la enfermedad avanzada, los síntomas se deberán al deterioro 

orgánico en el que las metástasis asienten, así como a las manifestaciones de cualquier 

cáncer avanzado (caquexia, astenia, deterioro del estado general progresivo), muchas de 

las cuales son difíciles de desligar de aquellas producidas por los tratamientos 

oncológicos administrados.  

 El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea, que crece a velocidades 

distintas en pacientes diferentes y con frecuencia es una enfermedad sistémica en el 

momento del diagnóstico inicial (debido a la presencia de micrometástasis diseminadas 

en otros tejidos, que ocurrirán con mayor o menor probabilidad en función de unos 

factores que se discutirán más adelante y que hoy por hoy son los pilares de la 

justificación del tratamiento adyuvante). Hay una serie de evidencias que apoyan esta 

aseveración: [31] 

 a) Tiempo de duplicación tumoral del cáncer de mama: un tumor de mama de 1 

cm contiene aproximadamente 109 células y ha realizado 30 de los 40 ciclos 

replicatorios que tendrán lugar antes de que el paciente fallezca. El tiempo de 

duplicación de la lesión en el cáncer de mama varía de 25-200 días en las lesiones 

pequeñas y precoces, pero en la enfermedad avanzada el tiempo de duplicación puede 

ser superior a los 500 días. Por eso, un tumor de 1 cm puede llevar en la mama de 2 a 17 

años de evolución antes de ser diagnosticado. En este tiempo el fenotipo de las células 
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tumorales no es estático, sino que va ganando agresividad en términos de potencial 

metastático, inhibición de apoptosis en respuesta a citotóxicos y potencial angiogénico. 

 b) El pronóstico está influido por marcadores bioquímicos: la presencia de 

ciertos marcadores moleculares en lesiones aparentemente localizadas  y completamente 

resecadas se relaciona con rápidas recaídas a distancia por existencia de enfermedad que 

está oculta al momento del diagnóstico. 

 c) Las medidas de tratamiento local tienen un efecto muy limitado en la 

supervivencia: la supervivencia mediana de pacientes no tratadas es de 2,5 años. Las 

pacientes tratadas sólo con tratamientos locales (cirugía con o sin radioterapia local) 

tienen una expectativa de vida mejor que las pacientes que no han recibido ningún tipo 

de tratamiento, pero continúan muriendo a ritmos considerablemente mayores que 

controles sanas de la misma edad hasta 20 años después del tratamiento. Cualquiera que 

sea la causa de muerte, el 75-85% de las pacientes con historia de cáncer de mama 

presenta evidencia de tumor en la autopsia. 

 d) La exéresis del tumor primario no altera sustancialmente el riesgo de las 

metástasis: las metástasis a distancia están presentes en los 2/3 de las pacientes con 

cáncer de mama en el momento del diagnóstico; las diferentes modalidades de 

tratamiento local (mastectomia radical, mastectomía radical modificada, mastectomía 

simple; administración o no de radioterapia) apenas modifican la supervivencia. Las 

pacientes con metástasis en los ganglios linfáticos axilares tienen una alta tasa de 

recidiva con metástasis a distancia a pesar de haberse realizado resección completa del 

tumor. 

 e) Los ganglios regionales afectos son predictores de enfermedad sistémica, y no 

barreras para la diseminación tumoral: la exéresis de los ganglios linfáticos axilares en 

la cirugía no altera la tasa de recurrencias, el desarrollo de metástasis a distancia o las 
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tasas de supervivencia. Hasta el 50% de todas las pacientes con cuatro o más ganglios 

linfáticos axilares afectos tendrán evidencia de enfermedad metastásica clínica antes de 

que transcurran 18 meses. 

 Desde el análisis de estos datos crudos no podemos llegar al punto de ofrecerle a 

una paciente en concreto información útil sobre cuál va a ser el curso natural de su 

enfermedad; el amplio espectro clínico cuyos puntos extremos son el cáncer lobulillar in 

situ y el cáncer metastático con invasión visceral no define más que la heterogeneidad 

de la enfermedad que nos ocupa; no sólo será importante saber en qué punto se 

encuentra la paciente en cada momento, sino tener en cuenta una serie de factores 

pronósticos (factores cuya presencia o ausencia nos indica cuál va a ser el curso de la 

enfermedad con altas probabilidades) y predictivos (factores cuya presencia o ausencia 

nos indica a qué tratamientos va a responder o no la enfermedad de una paciente en 

concreto). Tales factores asociarán dicho espectro clínico a una supervivencia más o 

menos prolongada. 

 

1.4. Subtipos histológicos del cáncer de mama. 

1.4.1. La mama normal. 

 La mama en reposo está constituida por 6-10 sistemas principales de conductos, 

cada uno de los cuales está dividido en lobulillos, las unidades funcionales del 

parénquima mamario. Cada sistema ductal drena a través de una vía excretora 

independiente o seno lactífero. Las sucesivas ramificaciones de los conductos 

galactóforos en dirección distal terminan en los conductos terminales. 

 La areola, el pezón y las desembocaduras de los conductos galactóforos 

principales están revestidos de epitelio escamoso estratificado. El revestimiento de los 

conductos mamarios principales se convierte en un epitelio columnar 
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pseudoestratificado y después en un epitelio cuboidal de dos capas. Por debajo del 

epitelio de revestimiento, más prominentemente, puede verse una capa baja de células 

aplanadas: las células mioepiteliales. Dichas células contienen miofilamentos orientados 

paralelamente al eje largo del conducto. Siguiendo escrupulosamente el contorno de los 

conductos y conductillos existe una membrana basal. Los lobulillos están incluidos en 

un estroma laxo, delicado, mixomatoso, que contiene linfocitos dispersos (tejido 

conectivo intralobulillar), y cada uno de los lobulillos está incluido en un estroma 

interlobulillar más denso, colágeno, fibroso (figuras 1-3). [32]  

 

1.4.2. Tumores malignos de mama.  

En la mama se agrupan tejidos de diferentes estirpes que pueden dar lugar a diferentes 

tipos de tumores (sarcomas, basaliomas, linfomas,….); sin embargo sólo trataremos los 

tumores malignos de mama específicos de esta glándula. Existen otros tumores de tipo 

benigno que no son el objeto de esta revisión (fibroadenoma, tumor filodes y papiloma 

intraductal) [33] 

 

1.4.2.1. Carcinoma no invasivo (in situ). 

a) Carcinoma intraductal (o carcinoma ductal in situ): (Figura 4) El carcinoma 

intraductal antaño se consideraba una lesión rara, pero con el aumento del uso de 

la mamografía que detecta lesiones precoces y pequeñas, hoy en día supone 

aproximadamente del 20 al 30% de los carcinomas de mama. Está constituido 

por una población maligna de células que carecen de la capacidad de invadir a 

través de la membrana basal y que por tanto son incapaces de producir 

metástasis a distancia. Existen 5 subtipos histológicos: comedocarcinoma, 

sólido, cribiforme, papilar y micropapilar. (Figura 5)   

20 



 

Figura 1: estructura de la mama: 1, conducto galactóforo; 2 y 3: galactóforo de primer orden; 4, 

galactóforo interlobular; 5, galactóforo intralobular; 6, acinos glandulares (tomada de Gonzalez Merlo, J: 

Ginecología; 7ª ed). 

 

 

Figura 2: estructura del lóbulo: 1, conducto del lóbulo; 2, lobulillo con acinos glandulares; 3, tejido 

intersticial (tomada de Gonzalez Merlo, J: Ginecología; 7ª ed). 

 

 

A excepción del comedocarcinoma, estas lesiones son habitualmente ocultas 

clínicamente y se detectan como hallazgo casual en biopsias de mama o por 

mamografía. El comedocarcinoma se caracteriza por células de alto grado de 

malignidad en proliferación rápida. Se piensa que fundamentalmente el 
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comedocarcinoma, y, con menos probabilidad los subtipos restantes, son 

precursores del cáncer infiltrante. 

 

 

Figura 3: tejido mamario normal. La flecha negra señala un ducto cortado transversalmente (tomada de 

“The internet pathology laboratory for medical education”; www.pubmedcentral.nih.gov) 

 

 

b) Carcinoma Lobulillar in situ: Se trata de una lesión histológicamente única 

que se manifiesta por una proliferación, en uno o más conductos terminales, 

acinos o ambos a la vez, de células laxamente cohesionadas, a veces algo 

mayores de lo normal, con raras mitosis y núcleos ovalados o redondos con 

nucléolos pequeños. (Figura 6) 

c) Evolución de las lesiones in situ a carcinomas invasivos. 

El carcinoma intraductal es un claro precursor del carcinoma invasivo; si 

bien los pasos iniciales de los caminos que llevan a la tumorigénesis mamaria 

todavía no están definidos, parece que prácticamente todos los cánceres de 

mama invasivos  proceden de un carcinoma intraductal. La presencia de cambios 

cromosómicos compartidos tanto en el carcinoma intraductal como en el tejido 

maligno adyacente invasivo demuestra su relación clonal evolutiva. [35, 35] 
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Figura 4: carcinoma intraductal con patrón cribiforme (tomada de Robbins S: Patología estructural y 

funcional, 5ª edición). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: comedocarcinoma. Se observa la proliferación intraductal de células malignas con necrosis 

central (tomada de Robbins S: Patología estructural y funcional, 5ª edición). 
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Figura 6: carcinoma lobulillar in situ. Se observa gran proliferación celular tumoral bien diferenciada en 

conductos terminales (tomada de Robbins S: Patología estructural y funcional, 5ª edición). 

 

Existen múltiples diferencias entre el tejido normal o las lesiones 

benignas y el carcinoma intraductal; tienen lugar imbalances cromosómicos, con 

pérdida o ganancia de múltiples loci, a medida que las lesiones hiperplásicas 

progresan hacia la invasividad. La pérdida de heterozigosidad se aprecia en un 

70% de los tumores intraductales de alto grado, comparado con un 35% de 

hiperplasias con atipia o un 0% de las muestras de tejido normal. [36] Se han 

identificado marcadores moleculares relacionados con la tumorigénesis 

mamaria: el receptor de estrógenos está expresado en un 70% de los carcinomas 

intraductales; el proto-oncogén Her2/neu en el 50%, pero no en las hiperplasias 

atípicas o en el tejido normal. [37] El gen supresor de tumores p-53 está mutado 

hasta en el 25% de los casos, pero muy raramente se encuentra mutado en tejido 

normal o en lesiones benignas. [38] La frecuencia con la que estos marcadores 

moleculares están expresados, en general refleja su traducción ulterior en 

carcinomas invasivos. Los cambios más dramáticos en los patrones de expresión 

génica ocurren durante la transición de tejido normal a carcinoma intraductal, 
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mientras que el perfil de expresión génica del carcinoma intraductal es muy 

similar al del carcinoma invasivo. [39] La historia natural de los carcinomas 

intraductales de grado bajo y medio sin tratar desemboca a los 10 años hasta en 

un 60% de los casos en un diagnóstico de cáncer invasivo en la mama afecta. No 

está clara la historia natural de los carcinomas intraductales de alto grado, 

porque en general se resecan quirúrgicamente y por tanto el seguimiento de 

dicha lesión se pierde. [40] 

Sin embargo, el carcinoma lobulillar in situ tiene un comportamiento 

diferente. Su tasa de proliferación es baja; en general expresa siempre el receptor 

de estrógenos y prácticamente nunca expresa el HER2/neu o la proteína p53-

mutada. [38] Es difícil establecer para el patólogo la línea divisoria entre el 

carcinoma lobulillar in situ y la hiperplasia lobulillar. El riesgo de carcinoma 

invasivo tras un carcinoma lobulillar in situ está aumentado de 7 a 10 veces, pero 

estos carcinomas invasivos son en general ductales, y se diagnostican tanto en la 

mama afecta como en la contralateral, y en cualquier lugar de la mama (a 

diferencia de los diagnosticados tras el carcinoma intraductal, que suelen 

diagnosticarse en el mismo lugar). [41] Las observaciones de que la mayoría de 

las pacientes con carcinoma lobulillar in situ no desarrollan carcinoma 

infiltrante, de que el riesgo de cáncer es bilateral y de que la mayoría de los 

cánceres desarrollados son ductales hace pensar que el carcinoma lobulillar in 

situ es una enfermedad difusa de la mama, un factor de riesgo del cáncer ductal 

infiltrante, más que una lesión precursora en sí misma.  
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1.4.2.2. Tumores invasivos de la mama.  

 La tabla 1 muestra las frecuencias relativas de los distintos subtipos histológicos 

de tumores de mama con componente invasivo. [42] 

-Carcinoma ductal infiltrante: (Figuras 7 y 8) Es el tipo más frecuente de todos los 

cánceres mamarios. La mayoría exhibe un llamativo aumento de un estroma denso de 

tejido fibroso, que da al tumor una alta consistencia (“carcinoma escirro”). 

Histológicamente consiste en células malignas de revestimiento de los conductos 

dispuestas en cordones, nidos sólidos de células, túmulos, glándulas y masas 

anastomosadas, o mezclas de estos patrones. Las células invaden claramente el estroma 

de tejido conectivo. Suele observarse la invasión de espacios perivasculares y 

perineurales, así como de vasos sanguíneos y linfáticos. En función de dos parámetros 

(grado de atipia nuclear y diferenciación histológica definida por la formación de 

túbulos), se clasifican en bien diferenciados, moderadamente y pobremente 

diferenciados (Grado 1-2-3 respectivamente). 

-Las figuras 9 a 12 muestran otros subtipos histológicos menos frecuentes (medular, 

coloide, enfermedad de Paget de la mama, lobulillar invasivo). Salvo el carcinoma 

lobulillar, es raro que el resto de los subtipos se presenten aisladamente. 
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Tabla 1. Incidencia de los diferentes subtipos histológicos de cáncer de mama            

Incidencia de los tipos histológicos del cáncer de mama invasor Porcentaje 

Carcinoma ductal invasor  

               Puro 52,6% 

               Combinado con otros tipos 22,0% 

                        Medular    6,2% 

                        Coloide   2,4% 

                        Enfermedad de Pager 2,3% 

Otros tipos puros 2,0% 

Otros tipos combinados 1,6% 

Carcinoma lobulillar infiltrante 4,9% 

Carcinoma ductal y lobulillar combinado 6,0% 
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Figura 7. 

 

Figura 8. 

 

Figura 9. 

 

Figura 7: carcinoma intraductal. Figura 8: carcinoma ductal infiltrante a gran aumento en el que se 

observan las células tumorales en cordones y túmulos infiltrando el estroma. Figura 9: Carcinoma 

medular con infiltrado linfoide en el que se aprecia cómo los linfocitos infiltran las células epiteliales 

sincitiales (tomadas de Robbins S: Patología estructural y funcional, 5ª edición). 

 

 

 

 

Figura 10. 

 

Figura 11. 

 

Figura 12. 

Figura 10: carcinoma coloide, en el que se aprecian los lagos de mucina que se tiñen tenuemente y en los 

que flotan pequeños islotes de células tumorales. Figura 11: enfermedad de Paget (forma de carcinoma 

ductal que crece por los conductos principales hacia la piel): se observa cómo las células tumorales 

infiltran la epidermis. Figura 12: carcinoma de tipo lobulillar infiltrante. Las células se distribuyen en 

filas en un denso estroma fibroso (tomada de Robbins S: Patología estructural y funcional, 5ª edición). 
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2. Biología del crecimiento tumoral. 

  

La base de nuestro estudio es el análisis de la presencia de micrometástasis a 

distancia que no son evidentes clínicamente. Antes de describir los detalles técnicos, es 

conveniente revisar una serie de aspectos básicos de biología tumoral que nos 

permitirán comprender cómo tiene lugar el desarrollo de dichas micrometástasis. 

 La historia natural de los tumores malignos puede dividirse con fines 

académicos en cuatro fases: transformación, crecimiento, invasión local y metástasis a 

distancia. La transformación engloba los mecanismos genéticos por los que una célula 

benigna pasa a ser maligna; es objeto de revisión de temas de patología general y no 

entraremos en ello. 

 El crecimiento de una masa tumoral por los descendientes clonales de células 

transformadas es un procedimiento complejo influido por una serie de factores 

(básicamente 3: cinética del crecimiento de las células tumorales, angiogénesis tumoral 

y progresión/heterogeneidad tumoral); algunos como el tiempo de duplicación de las 

células tumorales son intrínsecos de las mismas, mientras que otros como la 

angiogénesis representan respuestas del portador suscitadas por las células tumorales o 

por sus productos de secreción.  

 

2.1. Cinética del crecimiento de las células tumorales. 

 Con una aproximación simplista podría pensarse que desde una sola célula 

tumoral (10 micras de diámetro) a la mínima masa clínicamente detectable (1 gramo: 

109 células) se llega con 30 ciclos de replicación, y que con 10 ciclos más se llega a un 

tumor de 1 kilogramo de peso y 1012 células, que es la máxima masa aproximadamente 

compatible con la vida. Esta aproximación presupone que no existe pérdida celular en el 
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compartimiento replicativo del tumor, y dicha asunción no se corresponde con la 

realidad. [43] 

 El ciclo celular de los tumores tiene las mismas cinco fases (G0, G1, S, G2 y M) 

que el de las células normales. Medidas respecto al tiempo de duplicación indican que el 

tiempo del ciclo celular para células tumorales es igual o más largo que el de las células 

normales correspondientes. La proporción de células del tumor que se encuentran en 

replicación en un momento dado se denomina “fracción de crecimiento”. Se sabe que en 

fases tempranas y microscópicas del tumor, la inmensa mayoría de las células están en 

replicación activa. A medida que el tumor crece, un número cada vez mayor de células 

abandona el compartimiento replicativo debido a que se desprenden, carecen de 

nutrientes o a que permanecen quiescentes en fase G0. De hecho, la mayor parte de las 

células en el interior de los cánceres permanecen en la fase G0 o G1. En el momento en 

el que el tumor es clínicamente detectable, la mayoría de las células no forman parte del 

compartimiento replicativo; en los tumores de crecimiento más rápido, la fracción de 

crecimiento es aproximadamente del 20%. De este modo, el crecimiento progresivo es 

determinado por el predominio de producción celular sobre la pérdida. La tasa de 

crecimiento tumoral depende de la fracción de crecimiento y del grado de desequilibrio 

entre la producción y la pérdida celular. Algunas leucemias y algunos tumores sólidos 

como el carcinoma microcítico de pulmón tienen una tasa de crecimiento relativamente 

elevada y por ello su curso clínico es rápido. Sin embargo, los tumores más frecuentes 

como el cáncer de mama, colon o pulmón no microcítico tienen bajas fracciones de 

crecimiento y en ellos la producción celular excede a la pérdida solo en un 10%, por lo 

que su crecimiento es más lento. [43] Lo más importante es que la fracción de 

crecimiento de las células tumorales ejerce un efecto profundo sobre su sensibilidad a la 

quimioterapia anticancerosa. Debido a que la mayoría de los agentes antitumorales 
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actúan sobre las células que están sintetizando activamente DNA, no es difícil imaginar 

que un tumor que contiene sólo una fracción replicativa del 5% crecerá lentamente, pero 

será relativamente refractario al tratamiento con fármacos que matan a la célula cuando 

se halla en división. Paradójicamente, tumores mucho más agresivos (como las 

leucemias y algunos linfomas), son más sencillos de curar por su alta fracción 

replicativa. Asimismo, cuanto más pequeño sea el tumor, más rápido es su crecimiento, 

por lo que en estadíos en los que no hay evidencia clínica de enfermedad (durante la 

adyuvancia), es posible que con las dosis convencionales de quimioterápicos si bien 

consigamos una importante tasa de reducción celular entre ciclo y ciclo, también en ese 

intervalo de tiempo se restablezca la masa tumoral inicial, con lo que podría obtenerse 

un beneficio del aumento de la dosis total de fármacos para evitar este segundo efecto. 

Esta es la base del tratamiento quimioterápico a altas dosis para el cáncer de mama de 

alto riesgo (figura 13). [44, 45] 

 

Figura 13: modelo teórico de respuesta a citotóxicos en el estado adyuvante. El eje de ordenadas muestra 

la carga tumoral en escala logarítmica; el eje de abscisas supone la aplicación periódica de tratamientos 

cada 3 semanas. Cada una de las aplicaciones produce una muerte celular en escala logarítmica en 

función de la fracción replicativa de dicho tumor microscópico. Sin embargo, dada la rápida velocidad de 

crecimiento, en las 3 semanas necesarias para la recuperación de la toxicidad, el tumor vuelve a su 

tamaño original. Esta es la base del aumento de la dosis de fármacos con intención curativa (tomada de 

De Vita, V: Principles and Practice of Oncology, 6ª edición) 
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2.2. Angiogénesis tumoral.  

 De máxima importancia como modificador del crecimiento tumoral es el aporte 

sanguíneo. Folkman et al [46] han demostrado que las células tumorales pueden crecer 

en cultivo en ausencia de vascularización tan solo hasta formar nódulos de 1 o 2 

milímetros de diámetro. Sin embargo, si dichos nódulos se implantan después en tejido, 

se reanuda el crecimiento. Existen observaciones paralelas in vivo que apoyan el hecho 

de que el tumor es esencialmente dependiente de la vascularización: la necrosis es un 

hecho frecuente en los tumores humanos; los exámenes histológicos demuestran que las 

regiones necróticas son paralelas a los vasos sanguíneos y que suelen estar separadas de 

ellos por una zona de 1-2 milímetros de células viables.  Además, sin la presencia de 

vasos intratumorales, el fenómeno de la metástasis es imposible. Son interesantes al 

respecto los estudios de Macchiarini et al [47] y Horak et al [48], que correlacionan la 

probabilidad de metástasis con la intensidad de la vascularización de los tumores 

primarios, de pulmón y mama respectivamente.  

 

2.3. Progresión y heterogeneidad tumoral.  

 Con el transcurso del tiempo muchos tumores se vuelven más agresivos y 

adquieren un potencial maligno mayor. Este fenómeno se conoce como progresión 

tumoral. Dicha progresión tiene lugar de forma escalonada. Está relacionada con la 

aparición secuencial de subpoblaciones de células que difieren en varios atributos 

fenotípicos, como capacidad de invasión, tasa de crecimiento, capacidad de 

metastatizar, respuesta a hormonas y sensibilidad a fármacos antineoplásicos. Por tanto 

a pesar del hecho de que la mayoría de los tumores son de origen monoclonal, para el 

momento en que son  clínicamente evidentes, las células que los componen son 

extremadamente heterogéneas. La causa última de dicha progresión son las mutaciones 
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acumuladas de forma independiente en las diferentes células con la replicación 

progresiva, generando así subclones de diferentes características. Las células 

transformadas son genéticamente inestables y tienen alterados sus mecanismos de 

reparación; así, de los errores acumulados en las sucesivas replicaciones, aparecerán 

células con diferentes mutaciones que generarán unos u otros fenotipos; la 

supervivencia de los mismos está determinada por dichos fenotipos: por ejemplo , si se 

genera un subclón muy antigénico, será destruido por las defensas del huésped; por otra 

parte, un subclón que no precisase de factores de crecimiento para multiplicarse, es más 

probable que se perpetúe. [49] 

 

2.4. Mecanismos de invasión y metástasis. 

 La invasión y metástasis son la causa principal de morbi-mortalidad relacionada 

con el cáncer. Para que las células tumorales se escindan de la masa primaria, penetren 

en los vasos sanguíneos y linfáticos y crezcan secundariamente en un lugar distante 

deben de seguir una serie de pasos que se resumen en la figura 14. Cada uno de dichos 

pasos está sometido a múltiples influencias, y por ello en cualquiera de los puntos la 

célula tumoral puede morir. Estudios en ratones revelan que si bien diariamente se 

desprenden millones de células, solo se producen unas pocas metástasis. No todas las 

células que se encuentren en un momento dado circulando por el torrente sanguíneo o 

linfático tienen potencial metastático y por ende relevancia clínica. La base de la 

ineficiencia del proceso es la propia heterogeneidad del tumor; solo unos pocos 

subclones de células poseen la capacidad adecuada para completar todos los pasos  

necesarios. [50] 
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Figura 14: cascada de eventos del fenómeno metastático representado de forma esquemática (tomada de 

Robbins S: Patología estructural y funcional, 5ª edición). 

 

 La secuencia puede dividirse en dos pasos: invasión de la matriz extracelular y 

diseminación vascular y alojamiento de las células tumorales. Los tejidos normales 

están organizados en una serie de compartimientos separados entre sí por dos tipos de 

matriz extracelular: membranas basales y tejido conectivo intersticial. Aunque estén 

organizados de manera diferente, cada uno de los componentes de la matriz extracelular 

está compuesto por colágenos, glucoproteínas y proteoglicanos. Una célula maligna 

debe primero romper la membrana basal, atravesar el tejido conectivo intersticial, 
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posteriormente romper la membrana basal vascular y pasar a la circulación; dicho ciclo 

ha de repetirse cuando el émbolo de células tumorales se extravasa en un lugar distante. 

La invasión de la matriz extracelular requiere que las células se desprendan entre sí; 

seguidamente han de unirse a los componentes de la matriz y degradarlos, y, finalmente, 

es necesario un proceso de migración.  

 Las células normales están adheridas entre sí y a sus alrededores mediante 

diversas moléculas de adhesión; de especial importancia son las cadherinas, una familia 

de glucoproteínas transmembrana. [51] Las cadherinas epiteliales median la adherencia 

homotípica en un tejido epitelial, motivando así la constitución homogénea de un tejido; 

sin embargo, se sabe que en diversos tumores epiteliales como los adenocarcinomas de 

colon o mama, existe una regulación a la baja de la expresión de dichas cadherinas. Esto 

facilita el desprendimiento de las células. [52] 

 Posteriormente las células tumorales han de adherirse a los componentes de la 

matriz. Existen estudios que corroboran que la fijación de las células tumorales a la 

laminina y fibronectina de la matriz es importante para la invasión y metástasis. Las 

células  epiteliales normales expresan receptores de alta afinidad para la laminina de la 

membrana basal, polarizados en una sola superficie celular. Sin embargo, las células 

tumorales tienen dichos receptores distribuidos por todo el perímetro de la célula. 

Además parece existir una correlación positiva entre la capacidad de invasión y la 

densidad de dichos receptores en los cánceres de mama. Asimismo, las células malignas 

expresan otro tipo de receptores, las integrinas, con capacidad para unirse a otras 

moléculas de la matriz, como la fibronectina, el colágeno o la vitronectina. [53] 

 Las células tumorales generan proteasas que degradan activamente los 

componentes de la matriz, practicando de esa manera los “canales” necesarios para la 

migración. Existen tres tipos fundamentales de proteasas: serin-proteasas, cisteín-
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proteasas y metalo-proteinasas. Diversos trabajos apoyan el papel de la colagenasa IV 

(metaloproneinasa) en la invasión y metástasis, basado en la observación de que muchos 

carcinomas poseen altas concentraciones de colagenasa IV, en cuantías mucho más altas 

que las lesiones adyacentes no invasoras, y que la inhibición de dicha colagenasa en 

animales de experimentación conducía a una menor tasa de metastatización. [54-58] 

 La locomoción a través de las zonas degradadas parece que tiene lugar por la 

secreción de citocinas por parte de la propia célula tumoral. Se ha caracterizado una  

proteína de 55 kilodaltons que al unirse a receptores específicos de la célula tumoral 

induce la motilidad. Asimismo, los productos generados por la degradación de la matriz 

tienen actividad quimiotáctica sobre la célula tumoral. [59, 60] 

 Una vez en la circulación, las células tumorales son especialmente vulnerables a 

los mecanismos de defensa del huésped (en general son lisadas por las células NK). 

Dentro de la circulación las células tienden a agregarse en cúmulos, formados por 

células tumorales y elementos formes de la sangre (la adherencia a plaquetas parece 

aumentar la probabilidad de supervivencia de los émbolos y la adhesividad a tejidos 

distantes). La detención y extravasación de émbolos tumorales en lugares distantes 

implica la adherencia al endotelio, seguida de la salida a través de la membrana basal. 

En este proceso están implicadas moléculas de adhesión y enzimas proteolíticas. Es de 

especial interés la molécula CD44, que media la migración de linfocitos T. Estudios 

recientes revelan que los tumores expresan variantes de dicha molécula con capacidad 

para adherirse al endotelio y que dicha expresión capacita a las células tumorales para la 

diseminación extravascular. [59, 61, 62] 

Como ya detallaremos, nuestro propósito es el analizar el impacto pronóstico de 

la presencia de células tumorales diseminadas en sangre periférica tras el tratamiento 

adyuvante, cuando no hay evidencia clínica de metástasis.  
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3. Factores de supervivencia y progresión de la célula tumoral 

mamaria 

 

Es esencial revisar la importancia de los factores de crecimiento y las hormonas 

esteroideas relacionadas con la progresión y crecimiento del cáncer de mama pues 

constituyen los factores pronósticos más importantes del cáncer de mama localizado 

(además del sistema TNM).  

 

3.1. Receptores esteroideos. 

3.1.1. Conceptos básicos. 

 Los estrógenos y progestágenos son hormonas esteroideas implicadas en la 

fisiopatología de múltiples aspectos de la patología de la glándula mamaria. Ambos 

tipos de hormonas intervienen conjuntamente en el crecimiento, diferenciación y 

supervivencia del epitelio mamario. [63] Son de crucial importancia en el desarrollo de 

las neoplasias mamarias durante los años reproductivos (desde la menarquia a la 

menopausia); tras la menopausia, la actividad de las aromatasas periféricas transforma 

los andrógenos suprarrenales en estrógenos, suministrando estímulo hormonal tejido 

mamario. Se observa en tejido maligno no invasivo una concentración de receptores 

esteroideos unas 15 veces mayor a la del tejido normal. Su activación se ha relacionado 

fundamentalmente con un aumento de la replicación celular (no así en potencial 

metastatizante), y se cree que el aumento de la expresión de receptores esteroideos es un 

evento clave e inicial en la tumorigénesis mamaria. [64] El tejido mamario que 

sobreexpresa el receptor de estrógenos muestra una tasa de malignización 6,5 veces 

mayor que el tejido con una expresión normal. [65] 
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 Los estrógenos y los progestágenos actúan a través de los receptores nucleares 

denominados ER y PR respectivamente. Ambos receptores se componen de 2 

subunidades proteicas denominadas α y β; el ER puede existir en forma homodimérica o 

heterodimérica, mientras que el PR solo existe en forma heterodimérica. [66] Los 

receptores esteroideos están asociados a otras proteínas, denominadas coactivadoras 

(puesto que intervienen en la afinidad con la que una vez activados por su ligando 

esteroideo dichos receptores presentan por unirse (y por ende a activar su transcripción) 

a una secuencia u otra de DNA), tales como CBP/p300, SRC-1, TIF2, AIB-1, N-CoR y 

SMRT. Dichas proteínas tienen la función de acetilación-desacetilación de histonas; 

este proceso es clave para permitir el acceso de los receptores esteroideos a las 

secuencias diana de DNA cuya transcripción va a ser activada. Múltiples factores 

intervienen en la determinación de cuáles van a ser los genes diana cuya transcripción 

va a ser activada por los receptores esteroideos: las ciclinas dependientes de kinasas 

(reguladores del ciclo celular) o la actividad de caminos de señalización dependientes de 

factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth 

factor, EGF) o el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (Insulin-like growth factor 1, 

IGF-1), modulan la actividad de los receptores esteroideos, mediante la fosforilación de 

los mismos (la fosforilación en unos u otros aminoácidos del receptor esteroideo 

determina un cambio conformacional determinado que afectará a la especificidad de 

dicho receptor por activar una u otra secuencia de DNA). [67-69] Por otra parte, los 

receptores esteroideos adoptan una conformación tridimensional ligeramente diferente 

en función de qué ligando esteroideo se les haya unido, modificando también la 

afinidad. [70] Así pues, la complejidad de los factores que influyen en que la actividad 

hormonal desemboque en la transcripción de unos u otros fenes, es enorme. Los 

disbalances entre dichos factores pueden dar lugar a la malignización de la célula.  
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 Los esteroides influyen en la transcripción de genes reguladores del ciclo celular 

conocidos como protooncogenes nucleares, como el c-MYC y el EGFR tipo II (HER-2). 

[71, 72] Las protooncoproteínas derivadas de la traducción de dichos protooncogenes 

nucleares, así como otras proteínas reguladoras de ciclo celular como las ciclinas 

dependientes de kinasa, representan puntos de regulación convergentes de los caminos 

de señalización celular derivados de la activación por esteroides y por factores de 

crecimiento.  

 

3.1.2. Relevancia clínica.  

 Desde el trabajo de Barbara Mason et al [73] en 1983 en el que se determinó la 

expresión de PR y ER de todos los cánceres de mama incidentes entre 1976 y 1980 de la 

ciudad de Auckland (1.136) se acepta la importancia clínica de la positividad de la 

expresión de ER y PR; en este estudio se constató que cuando ambos receptores eran 

positivos, existía una supervivencia significativamente mayor que cuando eran 

negativos; dicho efecto se probaba en ausencia de los tratamientos hormonales 

existentes hoy en día para bloquear la actividad replicativa inducida por esteroides 

femeninos. Estos resultados han sido consistentemente y repetidamente confrontados. 

Hoy por hoy se acepta como factor pronóstico molecular de importancia en enfermedad 

localizada; en enfermedad avanzada los datos son más controvertidos; si bien la 

actividad de estos receptores se ha relacionado con actividad replicativa, no está tan 

claro que posean actividad facilitadora de producción de metástasis. Así, según 

Hilsenbeck et al [74] y Costa et al [75], a los 5 años tras el diagnóstico del cáncer de 

mama la importancia pronóstica derivada de la expresión de ER y PR se pierde (en parte 

porque la replicación tiende a volverse hormonoindependiente con el avance de la 

enfermedad) Sin embargo, Chang et al [76] publicaron recientemente un análisis 

39 



retrospectivo con 346 pacientes en el que estudiaron la influencia de ciertos datos 

clínicopatológicos del tumor primario en el desarrollo de la enfermedad una vez que se 

desarrollan las metástasis; curiosamente encontraron asociación positiva entre la 

expresión del PR (y no del ER) en el tumor primario con una evolución más benigna en 

la enfermedad metastásica.  

Sin embargo, lo que está muy claro hoy en día es el beneficio que se obtiene en 

todas aquellas pacientes con receptores positivos merced al bloqueo hormonal con los 

diferentes agentes disponibles. El meta-análisis decisivo fue el publicado en 1998 por el 

Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group, en el que se analizan 36.689 

pacientes incluidas en 55 ensayos clínicos. En estos ensayos se aleatorizaba el uso de 

tamoxifeno adyuvante (durante diferentes períodos de tiempo según que estudio; desde 

1 año hasta 5 años) frente a la ausencia de tamoxifeno, en mujeres con cáncer de mama 

localizado con o sin ganglios positivos. Se encontró un beneficio global consistente 

determinado por una reducción de la Odds Ratio (OR) de recaída del 40% y una 

reducción de la OR de muerte por cáncer de mama del 23% El beneficio se mantenía, en 

diferentes porcentajes, en los diferentes subgrupos analizados determinados por estado 

hormonal, tipo de quimioterapia recibida, aplicación o no de radioterapia, edad y 

afectación axilar. [77] En los años posteriores y hasta la actualidad ha habido un gran 

número de publicaciones que no es el objeto de este trabajo analizar, pero que atañen a 

estudios randomizados de diferente duración de terapias hormonales y a la comparación 

de distintos agentes entre sí, tanto en enfermedad localizada como avanzada. Podría 

considerarse estándar la administración de 5 años de tamoxifeno con o sin bloqueo 

hipofisario en función del riesgo en mujeres premenopáusicas con cáncer localizado, 

siendo posiblemente el anastrozol el fármaco más adecuado hoy por hoy en las 

postmenopáusicas. [78-80]  
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3.2. Receptores de factores de crecimiento. 

Si bien existen  investigaciones respecto a la importancia pronóstica de factores 

de crecimiento como el IGF o el factor de crecimiento transformante β (TGF-β), el 

único con importancia probada hoy día es el HER-2. 

 

3.2.1. Receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER-2) 

 Existen diversos mecanismos moleculares a nivel celular que pueden funcionar 

como oncogénicos. Sin entrar en detalle en ellos, diversos oncogenes codifican para 

receptores mutados de factores de crecimiento, con actividad tirosín-quinasa cuya 

activación por ligandos (conocidos para unos receptores y desconocidos para otros) 

desencadena la activación de las vías de señalización celular que llevan a la 

proliferación descontrolada. La mutación más común es la deleción del dominio 

extracelular; en otras ocasiones se observan mutaciones puntuales que confieren la 

propiedad de estar activados de modo constitutivo. Con menos frecuencia se deleciona 

el extremo carboxi terminal de dichos receptores y así se elimina una secuencia 

reguladora negativa de la actividad del receptor. 

 Sin embargo para el oncogén de más relevancia identificado en el cáncer de 

mama en los últimos años, el mecanismo por el que tiene lugar la oncogénesis es por un 

aumento de la expresión del receptor no mutado; el subsiguiente incremento de la 

actividad tirosín-quinasa induce transformación celular.  Hablamos del oncogén HER-2; 

se trata de una proteína de membrana que corresponde al receptor tipo 2 (de 4 descritos 

hasta la actualidad) del factor de crecimiento epidérmico. La amplificación del gen del 

HER-2 se encuentra en un 30 % de los cánceres de mama humanos y se correlaciona 

con más incidencia de metástasis en los ganglios regionales, grado histológico más 
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agresivo y presencia de estadíos más avanzados al diagnóstico. Se relaciona con 

resistencia a diversos agentes quimioterápicos y hormonales. Los análisis multivariantes 

apoyan que su expresión ejerce una influencia (negativa) independiente del resto de los 

factores pronósticos  en la supervivencia en pacientes con ganglios positivos respecto a 

la no expresión.  

 El gen erbB-2 humano codifica una proteína de 1255 aminoácidos perteneciente 

a la familia de los receptores tirosín-quinasa (RTK). El producto del erbB-2 es un 

miembro del subgrupo de los receptores del factor de crecimiento epidérmico 

(Epidermal Growth Factor Receptor [EGFR]) dentro de la superfamilia RTK, que 

incluye tanto al EGFR (codificado por el erbB-1), como a las proteínas codificadas por 

los genes erbB-2, erbB-3 y erbB-4. Los cuatro genes codifican una proteína con 

actividad tirosín-kinasa con dominios de membrana sencillos y dos dominios celulares 

ricos en cisteínas. Los cuatro receptores se coexpresan en diferentes combinaciones y se 

pueden encontrar en una gran variedad de tejidos, excepto el tejido hematopoyético. 

[81-90]  

 Se conocen 2 familias de proteínas que activan el HER-2-NEU: los agonistas 

EGF (EGF, TGF- , Amfiregulina, Betacelulina y el factor de crecimiento de unión a 

heparina) y las neuregulinas (proteínas codificadas por un solo gen de 13 exones que 

por medio de splicing alternativo su trasnscricpción da lugar a 12 neuregulinas 

distintas). [91-95] Una vez activado, y dado que los mismos activadores activan 

también a EGFR como erbB3 y erbB4, dichos receptores forman heterodímeros con 

HER-2 y así comienza la cascada de señalización intracelular.  

 Hay 6 posibles formas de activación del HER-2-NEU (fig 15). La primera de 

ellas es fisiológica, mientras que las otras 5 comportan ganancia de función. La  
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Figura 15: De arriba abajo y de izquierda a derecha. En la primera se aprecia el funcionamiento normal 

del receptor (trasnscripción del gen erbB-2, traducción del mRNA y síntesis del receptor. Unión del 

ligando y posterior efecto). En el segundo dibujo se observa la activación por exceso de ligando del 

receptor: el exceso de ligando lleva a una proliferación anómala. En la tercera representación, se muestra 

la activación por sobreexpresión del receptor erbB-2; el exceso de número de receptores amplifica, al 

activarse, la proliferación. En el cuarto supuesto, se observa un aumento del número de copias del gen 

erbB-2; este incremento provoca también un aumento del número de receptores.  La quinta posibilidad de 

activación radica en una mutación del propio receptor (adquirida) que comporta que su actividad sea 

contínua. El último caso, más complejo, es un ejemplo de transmodulación: otros receptores fosforilan y 

por tanto activan el receptor erbB-2 tras formar heterodímeros con él (tomada de García-Foncillas J: 

Biología Molecular del Cáncer, 1ª edición). 

 

 La unión de los ligandos a los receptores con actividad tirosín-kinasa produce, 

en general, la dimerización del receptor. [96] Seguidamente se inicia la actividad 

tirosín-quinasa del receptor, fosforilando sitios tirosina del propio receptor; de esta 
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manera se permite la unión estable a las moléculas efectoras que ponen en marcha los 

caminos de señalización celular; la unión de ligandos al HER-2 pone en marcha al 

menos 5 vías de señalización celular independientes la mayoría de las cuales pueden 

iniciar la activación ce genes en el núcleo (Vías del PLC, fosfatidil inositol-3-quinasa, 

STAT-91, RAS-RAF-MAP y SRC) [97, 98] 

 Mientras que HER-2-NEU se expresa a concentraciones bajas en diversas 

células normales, en varios cánceres se sobreexpresa. En general este hecho está 

causado por amplificación genética o un incremento del número de genes erbB-2 en el 

núcleo. Esta sobreexpresión desempeña un papel en la progresión del tumor, 

produciendo títulos elevados de crecimiento celular y transformación oncogénica.  

 A nivel práctico, la significación del HER-2-NEU en el cáncer de mama es 

múltiple: el cáncer de mama evoluciona desde la lesión premaligna no invasiva 

(carcinoma in situ) hasta el carcinoma metastático, pasando por los estadíos localizados. 

Es posible encontrar la sobreexpresión del erbB-2 en todos los estadíos del cáncer de 

mama, pero no se ha encontrado en lesiones benignas de la mama; esto sugiere que el 

gen no se amplifica antes de un verdadero estado maligno. [37] La sobreexpresión se 

mantiene en lesiones metastáticas, sugiriendo una función continuada del HER-2. [99] 

Hay un trabajo con gran implicación clínica en este aspecto, de Niehans et al [100]; en 

él analizaron en autopsia con inmunohistoquímica la expresión de esta oncoproteína; el 

trabajo está realizado con 30 pacientes. De ellos, 18 sobreexpresaban el HER-2 en las 

metástasis, 15 (80%) de los cuales lo sobreexpresaban en todas. Y, todos los pacientes 

con sobreexpresión en tumor primario, mostraban sobreexpresión en las metástasis. De 

hecho, algún trabajo sugiere que la prevalencia de sobreexpresión del HER-2 en 

lesiones metastáticas a distancia es mucho mayor del 30% presente en las lesiones 

localizadas en la mama, sugiriendo una selección positiva de las clonas celulares que 
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sobreexpresan este factor (por ejemplo, el trabajo de Braun et al [101] encuentra en 

médula ósea una prevalencia del 60% de sobreexpresión del HER-2-NEU en las 

micrometástasis del cáncer de mama en médula ósea) Esto abrió la posibilidad al uso 

del Herceptin®, anticuerpo monoclonal humanizado desarrollado contra este factor de 

membrana. Este anticuerpo monoclonal supone un cambio conceptual en el tratamiento 

de los tumores sólidos, constituyendo la primera terapia dirigida específicamente contra 

las células tumorales y sin efecto sobre las células normales con verdadera eficacia 

clínica. Es frecuente en la práctica clínica observar regresión de todas las lesiones 

metastáticas al tratar a las pacientes con Herceptin®, apoyando que la hipótesis de la 

presencia del HER-2 en todas las metástasis no es sólo un hallazgo de laboratorio, sino 

que tiene traducción real. 

 No sólo es importante por ser en si mismo una diana terapéutica; diversos 

trabajos sugieren que la amplificación del HER-2 está relacionada con la resistencia a 

tratamientos quimio/hormonales en el cáncer de mama avanzado. El tamoxifeno ha sido 

hasta hace bien poco el tratamiento de elección de primera línea en cáncer de mama 

metastático en pacientes no jóvenes, sin metástasis viscerales progresivas o con peligro 

para la vida. (Los trabajos de Nabholtz et al [102], Mouridsen et al [103] y Paridaens et 

al [104] han mostrado ya la superioridad de los inhibidores de la aromatasa anastrozol, 

letrozol y exemestano respecto al tamoxifeno). Dos importantes trabajos sugieren que la 

efectividad del tamoxifeno es inferior en las pacientes que sobreexpresan HER-2. [105-

106] Al parecer, los inhibidores de la aromatasa podrían superar esta adversidad (el 

tamoxifeno actúa directamente bloqueando el receptor de estrógenos; esto conlleva una 

serie de mecanismos de resistencia mediados por el HER-2; sin embargo, los 

inhibidores de la aromatasa producen una deprivación de estrógenos, no poniendo en 

marcha dichos mecanismos) [107] 
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 En lo que respecta a la resistencia a quimioterápicos, la mediación de HER-2 en 

pacientes con cáncer de mama localizado es más controvertida: En los primeros estudios 

acerca del impacto pronóstico de la amplificación del HER-2 se sugiere que el 

pronóstico desfavorable para los pacientes con dicha característica se debe en parte a la 

resistencia a quimioterápicos, en particular al régimen 

Ciclofosfamida/Metotrexate/Fluorouracilo (CMF). Dichos estudios datan del año 92. 

[37, 108] Sin embargo, estudios posteriores no confirmaron diferencias en la respuesta a 

CMF entre los pacientes con amplificación del gen y los pacientes sin ella. Miles et al 

[109] aleatorizaron 280 pacientes tras el tratamiento locorregional a recibir o no CMF; 

las pacientes con receptores hormonales negativos que no recibían tratamiento tenían 

una mediana de supervivencia de 2 años frente a los 11 de las tratadas. Las de 

receptores positivos mostraban una mediana de supervivencia de 7,5 años en el grupo 

control, y de 11 en el de tratamiento. Respecto a los subgrupos definidos por HER-2, las 

pacientes HER-2 negativas pasaban de 7,7 años de mediana a 12,7 con el tratamiento; 

en las HER-2 positivas el beneficio se mitigaba: de 4,4 se incrementó a 6,6 con CMF; es 

difícil saber si el menor incremento en el subgrupo HER-2 positivo se debe a un peor 

curso intrínseco a la enfermedad o a una resistencia al CMF; sin embargo, una 

limitación básica es que se compara CMF contra abstención, no contra un tipo de 

tratamiento diferente al que pueden ser más sensibles las pacientes HER-2. En el estudio 

de Menard et al [110], se aleatorizaron  380 pacientes con ganglios afectos a recibir o 

no CMF. Se observó beneficio en el grupo de tratamiento tanto en las pacientes HER-2 

positivas como negativas. No hay que olvidar sin embargo que la alternativa control era 

no tratamiento, por lo que no es de extrañar la presencia de beneficio 

independientemente de la sobreexpresión. No obstante, más tarde el estudio del Cancer 

and Leucemia Group B (CALGB) número 8869 arrojó como resultados que las 
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pacientes con sobreexpresión del HER-2 se beneficiaban de la adición de antraciclinas 

respecto al uso del CMF; es más, se intuía una relación dosis-respuesta, de acuerdo con 

la mayor tasa de respuesta en el subgrupo de pacientes con el mayor nivel de 

antraciclinas de los tres niveles de dosis propuestos en el diseño. [111] Sin embargo, la 

metodología del análisis estadístico de dicho estudio fue criticada. [112] Más tarde, 

datos retrospectivos de los estudios 11 y 15 del Nacional Adjuvant Breast and Bowel 

Project Study Group (NSABP B 11 y 15) apuntaron resultados superponibles. [113, 

114] En concreto, el NSABP 11 comparaba dos ramas; la rama control recibía un 

tratamiento con mostaza nitrogenada/Fluorouracilo, mientras que la rama experimental 

recibía además antraciclinas. Lo que es imposible de saber es si la adición de 

antraciclinas era capaz de superar una resistencia intrínseca a quimioterápicos en las 

pacientes HER-2 positivos, o si sencillamente se beneficiaban de modo inespecífico de 

la adición de un tercer quimioterápico. Existe un estudio muy importante in vitro de 

Järvinen et al [115], en el que se explica un posible mecanismo para la mayor 

sensibilidad a antraciclinas: las antraciclinas actúan inhibiendo la topoisomerasa II; el 

gen de la topoisomerasa II está próximo a la región que alberga el HER-2. Las líneas 

celulares que tienen amplificado el HER-2 en este estudio muestran en más de la mitad 

de los casos una amplificación del gen (y por tanto del producto proteico) de la 

topoisomerasa II; esta amplificación hace que estas células tengan unas tasas de 

topoisomerasa II 6 veces superior al normal. Curiosamente, las células con bajas 

concentraciones de topoisomerasa II muestran gran resistencia al tratamiento con 

antraciclinas; la citotoxicidad in vitro en las líneas celulares que sobreexpresan el gen de 

la topoisomerasa II es 2,5 veces mayor cuando se exponen a antraciclinas que en las 

células sin sobreexpresión. Más tarde, Konecny et al [116] tomaron 140 biopsias de 

tumor mamario no metastático e hicieron un análisis de exposición a diferentes 
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regímenes de quimioterapia. Si bien desde hace dos años se están incorporando los 

taxanos al tratamiento adyuvante del cáncer de mama operado, los regímenes 

fundamentales utilizados son el CMF y el CAF (Ciclofosfamida /Adriamicina 

/Fluorouracilo) o FEC (Fluorouracilo / Epirrubicina/Ciclofosfamida), éstos dos últimos 

con antraciclinas. Los ensayos clínicos anteriormente mencionados sugerían que las 

pacientes con sobreexpresión del HER-2 debían ser tratadas con un régimen con 

antraciclinas en lugar de CMF. En el estudio de Konecny, se exponen las células a 

concentraciones crecientes tanto de CMF como de FEC. Curiosamente, la mayor 

sensibilidad a quimioterapia la mostraban las células HER-2 positivas. Y, si bien la 

citotoxicidad era superior cuando se aplicaba FEC respecto a CMF, no había una 

diferencia mayor en el subgrupo HER-2. No obstante este estudio tiene una limitación : 

el 70% de las pacientes tenían positividad para los receptores hormonales; el beneficio 

de la quimioterapia tiene lugar principalmente en pacientes con negatividad para dichos 

receptores; así, dado que sólo 20 pacientes eran HER-2 positivas en este estudio, había 

muy poca potencia estadística para en un análisis en dicho subgrupo demostrar una 

diferencia mayor FEC-CMF  que en el subgrupo HER-2 negativas, dado que 

globalmente es una cohorte con respuesta mitigada a los quimioterápicos al ser 

hormonopositivas. El hecho es que de momento no hay confirmación clínica veraz para 

estos hallazgos, si bien en general las pacientes HER-2 positivas suelen tratarse con 

antraciclinas en la práctica clínica diaria. 

Respecto al siguiente grupo de drogas principal en el tratamiento del cáncer de 

mama, los taxanos, de momento ni siquiera está establecido el mecanismo genérico de 

resistencia a ellos, ni si tiene relación o no con la sobreexpresión del HER-2. En 

general, los estudios de resistencia a estas drogas comprenden polimorfismos de las 
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tubulinas o los mecanismos de apoptosis en respuesta a los taxanos, pero no el gen 

HER-2. 

El “Gold Standard” para la determinación de sobreexpresión del HER-2 en 

cáncer de mama es el FISH (“fluorescence in situ hibridation”). Dicha técnica detecta el 

directamente la amplificación del gen; su precio es de 1500 Euros y no se realiza de 

rutina en todos los centros. La detección de la proteína HER-2 por inmunohistoquímica 

(Herceptest®; se divide el resultado en 4 grupos de expresión: 0-1-2-3) por patólogos 

expertos presenta una correlación mayor al 90 por ciento con el FISH. En el estudio de 

Tedesco et al [117], las pacientes con una prueba FISH positiva respondían en un 50% 

de los casos al régimen de quimioterapia utilizado que incluía Herceptin®/Taxotere; las 

pacientes con Herceptest® 2/3 o 3/3 respondían en similar proporción. Todas las 

pacientes Herceptest® 3/3 eran FISH +, y la única paciente Herceptest®2/3 que 

respondió al tratamiento era también FISH +. Los autores concluyen que una 

positividad 2 ó 3 para el Herceptest® es equivalente a un FISH + y por tanto selecciona 

qué pacientes pueden beneficiarse de un tratamiento con Herceptin® y tienen evolución 

clínica análoga a las pacientes FISH +.   
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4. Líneas generales de tratamiento del cáncer de mama localizado. 

 

4.1. Introducción. Estadiaje.  

 La situación clínica del cáncer de mama (localizado, localmente avanzado, 

metastático) puede clasificarse en estadíos según el sistema internacional TNM (tamaño 

e invasión del tumor, tipo de afectación ganglionar, tipo de afectación metastásica). 

(Tablas 2 y 3). [118] Exceptuando la enfermedad metastásica, que en líneas generales es 

incurable en cáncer de mama, cada estadío tiene unas probabilidades de recaer (y 

volverse por tanto incurable) determinadas tras el tratamiento locorregional en el 

supuesto de no aplicar ningún tratamiento ulterior. 

La clasificación por estadíos es la base sobre la que se asienta el pronóstico en el 

cáncer de mama. Si se procede al tratamiento locorregional y no se aplica ninguna otra 

estrategia, entre un 10% de las pacientes en estadío 1 y un 80% de las pacientes en 

estadío IIIC, recaerán en forma de enfermedad metastásica en los 5 años siguientes a la 

cirugía. Estas pacientes, salvo excepciones, serán incurables. Un pequeño porcentaje de 

las pacientes que recaen los hacen solo de forma locorregional. En esta situación, si se 

aplica un tratamiento radical con intención curativa, se puede lograr una supervivencia 

del 20% a 10 años. Cuando la recaída es diseminada, la mortalidad a los 5 años es 

cercana al 100%.  

Basándose en estas posibilidades de recaída, se han desarrollado las diferentes 

modalidades de tratamiento adyuvante. La justificación de dicho tratamiento adyuvante 

reside en la hipótesis de destruir mediante el tratamiento citotóxico las micrometástasis 

que todavía existen a distancia después del tratamiento quirúrgico correcto antes de que 

se hagan clínicamente evidentes. El hecho es que si bien sabemos gracias al sistema de 
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estadificación TNM qué probabilidades de recaída tiene cada grupo concreto de 

pacientes, todavía nos hallamos lejos de la situación ideal. 

 

Tabla 2. TNM                                                                                                                                                 

Tx El tumor primario no es evaluable 

Tis Tumor primario no invasivo 

T0 No hay evidencia de tumor primario 

T1 Tumor primario < 2cm 

T2 Tumor primario 2-5cm 

T3 Tumor primario >5cm 

T4 T4a: tumor invade pared costal. T4b: invade piel. T4c:invade piel y pared. T4d: 

linfangitis carcinomatosa cutanea o carcinoma inflamatorio 

Nx Ganglios no evaluables 

N0 Ausencia de ganglios afectos 

N1 Metástasis en 1-3 ganglios axilares 

N2 Metástasis en 4-9 ganglios axilares o ≥1 en cadena mamaria interna en ausencia de 

axilares 

N3 N3a: metástasis en > 9 ganglios axilares o ≥1 infraclavicular. N3b: metástasis en ≥1 

ganglio mamario interno y afectación axilar. N3c: metástasis ganglionar supraclavicular 

ipsilateral 

Mx Metástasis no evaluables 

M0 Ausencia de evidencia de metástasis 

M1 Metástasis a distancia 
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Tabla 3. Agrupación por estadíos. 

 

Estadío 0 TisN0M0 

Estadío 1 T1N0M0 

Estadío IIA T0N1M0 / T1N1M0 / T2N0M0 

Estadío IIB T2N1 / T3N0 

Estadío IIIA T0N2M0 / T1N2M0 / T2N2M0 / T3N1M0 / T3N2M0 

Estadío IIIB T4N0M0 / T4N1M0 / T4N2M0 

Estadío IIIC Cualquier T – N3M0 

Estadío IV Cualquier T – Cualquier N – M 1 

 

 

 

Deberíamos poder predecir para una paciente en concreto si va a recaer o no en el 

supuesto de no administrar tratamiento alguno (porque tan importante como curar la 

enfermedad a una paciente de riesgo es evitarle efectos tóxicos a una paciente de bajo 

riesgo). De momento se trata a cada paciente en función de las probabilidades que tenga 

de recaída su subgrupo TNM al que pertenece (así, por ejemplo, de cada 100 pacientes 

que tratemos en estadío I, 90 de ellas no iban a recaer y por tanto el tratamiento ha sido 

innecesario, con las repercusiones en la salud de la paciente y en la economía sanitaria 

que ello conlleva) 

Es por tanto necesaria la determinación de nuevos factores que afinen más que el 

TNM el pronóstico de una paciente en concreto. Además del estadío, otros factores bien 

establecidos en la actualidad y algunos en investigación nos ayudan a estimar el riesgo 

individual de recaída y a elegir por tanto el tratamiento. 
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4.2. Factores pronósticos. 

 

-Índice de Nottingham:  

En el año 1.982, investigadores del hospital de dicha localidad llevaron a cabo 

un estudio retrospectivo sobre 387 pacientes de cáncer de mama. Se tuvieron en cuenta 

9 factores clínicos y patológicos (edad, estado menopáusico/premenopáusico, tamaño 

del tumor, afectación ganglionar (afectación de los niveles axilares anatómicos I, II o 

III), grado tumoral, reacción inflamatoria, presencia de histiocitos versus sólo tumor en 

los ganglios linfáticos y contenido en ER en el tumor primario) para crear un modelo 

multivariante pronóstico en el cáncer de mama localizado, que tuviera una mayor 

capacidad de estratificar individualmente a las pacientes en función de su riesgo de 

recaída. Tres de esos factores mostraron influencia independientemente de su relación 

con otros factores, con significación estadística, en el modelo multivariante de Cox: 

tamaño del tumor primario, grado histológico, y número de niveles linfáticos axilares 

afectos. La fórmula para el índice es: 

I = (Tamaño X 0,17) + (Niveles ganglionares X 0,76) + (Grado X 0,82) 

El pronóstico es peor a mayor I (7% libres de enfermedad a 5 años si I es mayor 

de 4,4, y 77% si es menor de 2,8). 

El tamaño del tumor es particularmente importante cuando no hay invasión 

ganglionar. A mayor número de ganglios afectos, el riesgo de recaída aumenta y 

disminuye la supervivencia. El grado tumoral tiene la limitación de la reproductibilidad 

inter-observador, a pesar de usarse el sistema estandarizado de Bloom-Richardson. 

[119] Dicho modelo fue posteriormente validado en otras series independientes. [120, 

121] 
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-Edad: 

A raiz de los estudios de  Nixon et al [122] y Albain et al [123], se acepta que 

las mujeres de menos de 35 años tienen un pronóstico peor que las más mayores. A 

efectos prácticos para decidir el tratamiento, se dividen en premenopáusicas y 

peri/postmenopáusicas.  

 

-Presencia/Ausencia de receptores hormonales: Ver apartado 1.6.1. 

 

-Estatus del HER-2: 

Ver apartado 1.6.2.3. Si bien en la enfermedad metastásica su estatus nos sirve 

para decidir un determinado tratamiento (Herceptin®), en el estado adyuvante su 

aplicación o no de momento sólo es aceptada dentro de ensayos clínicos; los resultados 

de la adición o no de dicho anticuerpo monoclonal a las pacientes HER-2 positivo se 

conocerán en los próximos años. 

 

-Proteína P 53: 

La P53 es una proteína oligomérica que se une al DNA cuya función es 

desencadenar respuestas celulares al daño del DNA. No están completamente descritos 

los mecanismos, pero en general se acepta que su actividad conduce a 3 tipos de 

respuesta: disminuye la velocidad de la transición de las fases de la replicación celular, 

activa sistemas proteicos encargados de la reparación del DNA, y, si el daño del DNA 

es crítico, activa la apoptosis. Cuando el gen de la P53 se halla mutado existe mayor 

inestabilidad genética debido a que la replicación celular no tiene freno, se dispone de 

menos tiempo para reparar el DNA en cada ciclo celular, y la respuesta apoptótica al 

daño genómico está inhibida. [124, 125]. La sobreexpresión de P53 en la célula 
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mamaria maligna se ha relacionado con peor pronóstico y peor respuesta a la 

quimioterapia y a la hormonoterapia. [126, 127] Sin embargo, los análisis 

inmunohistoquímicos todavía no pueden determinar si el aumento de la P53 detectado 

se debe a un incremento de su transcripción como respuesta a un estímulo proapotótico 

o a que existe una P53 mutada y por tanto poco eficaz. Así, si bien es posible que en los 

próximos años las tasas de P53 en tumor primario decidan un tipo de tratamiento u otro, 

de momento no se ha incorporado su estatus al árbol de decisiones terapéuticas.  

 

-Ciclina E: 

 De todos los factores pronósticos que se han evaluado recientemente, el de 

mayor impacto parece ser la sobreexpresión de la ciclina E en el tumor primario. 

Keyomarsi et al [128] en un estudio prospectivo sobre 395 pacientes determinaro, 

además de factores clínicos como estadío, afectación ganglionar y biológicos como el 

estatus de los receptores hormonales y del HER-2-NEU, la cantidad total de ciclina E en 

el tumor primario. La ciclina E en condiciones normales regula la transición de fase G1 

a S en el ciclo celular; altas concentraciones de esta proteína aceleran esta secuencia y 

por tanto el número de mitosis celulares. En este estudio se realizó un análisis 

multivariante que arrojó dos conclusiones: se confirmó la importancia de los factores 

clásicos (la razón de tasas de incidencia de muerte por cáncer de mama localizado fue 

1,7 veces mayor para el estadío IIIB que para el I; la de pacientes con receptores 

negativos 1,8 veces mayor que la de pacientes con receptores positivos y la de pacientes 

con ganglios afectos 1,8 veces que la de pacientes sin ganglios afectos) y se observó que 

la influencia de la sobreexpresión de la ciclina E es muy negativa: las pacientes con 

sobreexpresión de dicho marcador presentan una razón de tasas de incidencia de muerte 

de 13,3 veces mayor que la de las pacientes sin sobreexpresión. Este factor tiene su 
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importancia más radical en el estadío I: de 112 pacientes con estadío I, solo 14 

fallecieron al momento del cierre del estudio; las 14 tenían concentraciones altas de 

ciclina E; ninguna de las demás tenía sobreexpresión de ciclina E y además se hallaban 

vivas y libres de enfermedad. Sólo existe este estudio al respecto y los datos deben ser 

tomados con cautela y valorados en cohortes independientes, pero probablemente este 

factor determine la elección de un tratamiento u otro en el futuro. Su determinación 

rutinaria no se lleva a cabo en la práctica clínica. 

 

4.3. Esquemas de tratamiento. 

Dada la heterogeneidad del cáncer de mama, es necesario un acuerdo 

internacional para definir y estandarizar los grupos pronósticos lo más exactamente 

posible basándose en las evidencias existentes para que todas las pacientes reciban el 

tratamiento más adecuado. Sería incorrecto usar un solo sistema, como por ejemplo el 

índice de Nottingham, que no tiene en cuenta el estado hormonal de la paciente o el 

HER-2. De hecho, el factor mas relevante hoy día para recibir un tratamiento u otro es 

el tener o no los ganglios axilares afectos, independientemente de si está afectado un 

nivel o tres niveles. Es necesario tener en cuenta todos los factores aceptados y llegar a 

un consenso. Cada dos años, los más reconocidos expertos mundiales en cáncer de 

mama se reúnen en la localidad de Saint Gallen y llevan a cabo esta actividad. El último 

panel de expertos data del año 2003, y en él se decidió un esquema de estratificación de 

riesgos y tratamientos para cada grupo que se muestra a continuación. Para las pacientes 

con ganglios negativos el esquema recomendado es (Figura 16): [129] 
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Grupo Grupo RRHH +RRHH +
riesgoriesgo PremenopPremenop PosmenopPosmenop

BajoBajo TamTam x 5ax 5a Anast x 5ax 5a **

GnRhGnRh--anal** + anal** + TamTam x 5ax 5a AnastAnast x 5a x 5a * * oo
ó

CMF x 6 óCMF x 6 ó
AC x 4      AC x 4      TamTam//AnastAnast x 5a*x 5a*

FEC x 6             FEC x 6             AnastxAnastx 5a*5a*

(RRHH + y
>35a y g1
y T1)

AltoAlto
T1 ,  g2

T2-3-4 , g3, 
HER2neu+++

* * AnastrozolAnastrozol x 5a x 5a 

** ** GoserelinaGoserelina 3.6 mg 3.6 mg scsc/28 días x 2/28 días x 2--5 años5 años
 

                     

Grupo Grupo RRHH RRHH --
riesgoriesgo PremenopPremenop PosmenopPosmenop

BajoBajo No aplicableNo aplicable No aplicableNo aplicable
ObsvObsv opcional si T<1cm opcional si T<1cm 

CMF x 6 óCMF x 6 ó
AC x 4 AC x 4 

FEC x 6FEC x 6

(RRHH + y
>35a y g1
y T1)

AltoAlto
T1 ,  g2

T2-3-4 , g3, 
HER2neu+++  

Figura 16: esquemas de tratamiento basados en factores pronósticos para pacientes sin afectación tumoral 

axilar.  

 Como se puede apreciar, para decidir el tratamiento individual en pacientes sin 

ganglios afectos se tienen en cuenta varios factores: el más importante, la presencia o no 

de receptores; posteriormente, el ser pre o postmenopáusica; y después, en función del 

tamaño del tumor, grado histológico y edad de la paciente, se aplica un régimen sólo 

hormonal, quimioterápico sin antraciclinas, o quimioterápico con antraciclinas. La 

positividad del HER-2 por si misma hace considerar el administrar antraciclinas. Los 
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esquemas son: Ciclofosfamida/Metotrexate/Fluorouracio (CMF), 

Adriamicina/Ciclofosfamida (AC), FEC (Fluorouracilo/Epirrubicina/Ciclofosfamida). 

 Sin embargo, a pesar de todos estos esfuerzos de estratificación, el factor más 

importante en cuanto a pronóstico sigue siendo el número de ganglios axilares afectos, y 

en este mismo panel de expertos se sugiere, tras el análisis de los fases III al respecto, la 

aplicación de un esquema con taxanos y antraciclinas siempre que haya ganglios 

afectos, independientemente del estatus de los receptores, edad, pre/postmenopáusica, 

tamaño y grado del tumor primario, o estatus del HER-2. [129, 130] A mayor número 

de ganglios afectos, peor pronóstico en cuanto a recaída. Por encima de 4 ganglios 

afectos, el pronóstico se ensombrece. Se acepta que las pacientes con más de 4 ganglios 

afectos precisan un tratamiento más agresivo, pero no hay una alternativa definitiva 

actualmente, siendo la administración de un esquema con taxanos y antraciclinas el 

estandar tanto para las pacientes con 10 ganglios afectos como para las que sólo tienen 

1.  

 

 4.4. Necesidad de una mayor exactitud en la estratificación del riesgo individual. 

Los  factores discutidos todavía están lejos de predecir con exactitud la presencia 

de enfermedad micrometastática en el momento del diagnóstico, hecho muy temprano 

en el carcinoma mamario y que determina, en última instancia, la recaída. Hasta un 30% 

de las pacientes con ganglios negativos recae a largo plazo; asimismo,un 30% de las 

pacientes con afectación ganglionar no recae nunca: esto quiere decir que si bien es el 

factor más potente para decidir sobre la aplicación de tratamiento o no a una 

determinada paciente, un número importante de pacientes sin afectación ganglionar 

están infratratadas; igualmente, hay un numero de pacientes con afectación ganglionar 
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que podrían no ser sometidas a tratamiento citotóxico puesto que con el tratamiento 

locorregional con cirugía y radioterapia hubiera sido suficiente. 

 Los factores clínico-patológicos reseñados se basan en definitiva en datos 

probabilísticos desprendidos del análisis de grandes cohortes de población; ello no 

permite para una paciente en concreto predecir si se va a producir una recaída o no.  

 Como se ha discutido en apartados previos, la presencia de metástasis requiere 

que las células malignas sufran una serie de cambios en su expresión génica que les 

permita adquirir potencial invasor y motilidad; se conocen una serie de genes 

implicados pero no todos. La población celular de un tumor es heterogénea; así, si el 

análisis de una fracción del tumor no muestra presencia de expresión génica agresiva, 

este hecho no excluye que otras células del mismo tumor adquieran capacidad 

metastatizante o que de hecho existan ya pero a distancia e indetectables para los 

medios habituales de estadiaje (pruebas de imagen como TAC o RMN, o de actividad 

metabólica como Gammagrafía Osea o PET). 

 A pesar de estas limitaciones, un grupo de investigadores del MD Anderson 

Cancer Centre en el año 2003 presentó en la sesión plenaria del simposium anual de la 

ASCO un trabajo importante en el terreno de la predicción de eventos en el cáncer de 

mama: utilizando la tecnología de Micro-Arrays de cDNA, sometieron material tumoral 

fresco procedente de la lesión primaria a un estudio genético masivo. Con esta 

tecnología se puede analizar la expresión cuantitativa individual de unos 30000 genes 

diferentes, a pesar de que no se conozca la función de cada uno. Se estratifica cada gen 

individualmente por encima o por debajo de un punto de corte de referencia para 

aumento de expresión o represión de la misma, obteniendo finalmente el perfil de 

expresión génico de dicho tumor en concreto. Veintiséis mujeres participaron en dicho 

estudio. El evento que se testaba era la respuesta a un régimen de tratamiento (Taxol + 
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FAC). En su análisis encontraron 6 genes que mostraban una similar sobreexpresión en 

todas las mujeres que presentaron una respuesta completa al tratamiento aplicado. Así, 

concluyeron que las pacientes que presentaban de inicio dicho perfil genético, se podría 

predecir con exactitud que iban a responder a dicho tratamiento. [131] Sin embargo, aún 

no se ha comprobado en una cohorte de pacientes independiente. Podría pensarse que 

este procedimiento sería aplicable igualmente para testar si un determinado perfil 

genético en el tumor primario podría predecir a largo plazo la presencia de recaída. De 

todos modos, tal estudio no estaría exento de limitaciones: precisamente las células que 

se analizaran del tumor primario son exactamente las que no han metastatizado, y por 

tanto no necesariamente acertaríamos en las predicciones. Asimismo, el perfil génico de 

las células cambia con el tiempo en función del ambiente en el que esté: el estudio de 

Pusztai se ve cuestionado por un estudio posterior de Chang et al [132]: inicialmente 

analizan el perfil de expresión de tumores primarios con la misma técnica. 

Posteriormente someten a dichas pacientes a tratamiento con Taxotere. Finalmente 

vuelven a analizar el tumor después del tratamiento. Observan que los tumores que 

inicialmente son sensibles al Taxotere adquieren un perfil génico en el segundo análisis 

muy similar al de las pacientes que no respondieron desde el principio al Taxotere y que 

eran primariamente resistentes, lo que sugiere que el perfil génico puede administrar 

cierta información en un momento dado pero no necesariamente predecir un desenlace 

dada la naturaleza dinámica de los procesos tumorales.  

 Así, creemos que hoy por hoy un método realmente fiable sería la detección 

directa de las micrometástasis del cáncer de mama, en lugar de analizar factores que 

predigan su presencia. Éste sería el modo ideal de estratificar el riesgo de cada paciente 

en concreto en lugar de por grupos.  
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5.-Carcinoma de mama de alto riesgo o localmente avanzado. 

 

5.1. Definición. 

 No existe una definición internacional para “carcinoma de mama de alto riesgo” 

por no haberse establecido un dintel de probabilidades de recaída por encima del cual el 

riesgo se considera “alto”. Sin embargo históricamente en todos los ensayos fase III 

internacionales en lo que respecta al cáncer de mama se estratifica a las pacientes en 

grupos: T3 ó T4 frente a T1 ó T2, y afectación axilar de 4 ó más ganglios frente a 3 ó 

menos. Cuatro ganglios como punto de corte de alto riesgo es una distinción 

relativamente reciente. Hasta finales de la década de los 80, todas las pacientes con 

ganglios positivos recibían el mismo tratamiento independientemente del número de 

ganglios por no existir alternativas terapéuticas diferentes para aquellas pacientes con 

más riesgo. El desarrollo de la quimioterapia a altas dosis con soporte de progenitores 

hematopoyéticos recolectados de sangre periférica (High Dose Chemotherapy with Stem 

Cell Support, HDCT) como modalidad terapéutica para el cáncer de mama avanzado 

llevó a que se testara en pacientes con cáncer de mama localizado. La aplicación de 

HDCT se llevó a cabo inicialmente en ensayos clínicos y posteriormente se extendió a 

la práctica diaria en los centros acreditados. En los 11 ensayos clínicos randomizados en 

los que la HDCT se aplicó como tratamiento adyuvante, se destinó fundamentalmente a 

pacientes con más de 10 ganglios afectos (en los últimos años de desarrollo de dicha 

estrategia se aplicaba también a las pacientes con más de 4 ganglios). El tamaño tumoral 

no se ha considerado como criterio definitorio de riesgo para estos ensayos, y nunca se 

ha desarrollado una modalidad terapéutica específica en función del tamaño tumoral 

salvo la aplicación de cirugía más o menos conservadora o radioterapia locorregional, 

aspectos cuyos estándares de aplicación no se han modificado en los últimos 20 años. 
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Así pues a efectos terapéuticos puede considerarse cáncer de mama de alto riesgo todo 

tumor mamario localizado que, independientemente de su tamaño, invade 4 ó más 

ganglios axilares. También se considera de alto riesgo la invasión de un ganglio en 

cadena mamaria interna, territorio infraclavicular o territorio supraclavicular. 

Cualquiera de estas afectaciones axilares estadifica automáticamente a la paciente en 

estadío III. Este tema está discutido ampliamente por uno de los mayores expertos 

mundiales en cáncer de mama, Gabriel Hortobagyi, en el editorial del Journal of 

Clinical Oncology del 15 de Junio de 2004. [133] 

 

5.2. Estrategias para mejorar los resultados del tratamiento en el cáncer de mama 

localizado de alto riesgo. 

Desde los años 80 se han desarrollado fundamentalmente 4 modalidades de 

tratamiento con el fin de mejorar los pobres resultados obtenidos en el cáncer de mama 

de alto riesgo con el tratamiento convencional. En la actualidad se están desarrollando a 

nivel internacional fundamentalmente dos: la aplicación de anticuerpos monoclonales y 

la administración de quimioterapia convencional con incremento de la densidad de dosis 

(disminución del intervalo entre ciclos para evitar recrecimiento de las 

micrometástasis). No se dispone de resultados maduros. Respecto a las otras dos, 

existen resultados que podrían considerarse definitivos. 

-Aplicación de tratamiento neoadyuvante (antes de la cirugía): hipotéticamente 

las micrometástasis existentes aumentan su tasa de crecimiento inmediatamente después 

de la cirugía. La aplicación del tratamiento antes de la cirugía evitaría este efecto. Se 

buscaba con ello varios objetivos: evitar el retraso en el inicio del tratamiento sistémico; 

conseguir una reducción del tumor primario y hacerlo por tanto operable con 

procedimientos más conservadores; verificar en el propio tumor la respuesta a la 
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quimioterapia y por ende deducir el efecto producido sobre las micrometástasis para así 

obtener información pronóstica; evitar el crecimiento de las metástasis a distancia que 

se produce tras la extirpación del tumor primario (hecho observado en animales pero no 

constatado en humanos); y , en último término, disminuir el porcentaje de recaídas. Los 

resultados definitivos de los grandes estudios que se realizaron al respecto sugieren dos 

hechos importantes: primero, que se puede aplicar una cirugía más conservadora sin 

sacrificar el control local; segundo, que las pacientes que muestran una necrosis total del 

tumor primario tras la quimioterapia neoadyuvante sobreviven sin enfermedad a largo 

plazo en el 90% de los casos, constituyendo por tanto dicha respuesta completa 

patológica un marcador subrogado de curación. Sin embargo, el porcentaje de pacientes 

vivas y sin rastro de enfermedad a largo plazo es idéntico en las pacientes en las que se 

aplicó la quimioterapia antes o después de la cirugía. [134, 135] 

-HDCT: La hipótesis de la que se parte es que la sensibilidad de las células 

tumorales a los fármacos utilizadas depende de la dosis de las mismas. Estos fármacos 

poseen toxicidad hematológica limitante. El aumento de la dosis precisa soporte 

hematopoyético; habitualmente se realiza con Stem Cell recolectadas de sangre 

periférica. Esta estrategia cura pacientes con linfomas, leucemias y tumores germinales 

(Revisado por Roy D. Baynes) [136] La alta sensibilidad del cáncer de mama a muchos 

citotóxicos motivó la investigación de esta estrategia en dicho tumor. Se acepta que la 

curación de un tumor pasa por la consecución de una respuesta completa.  

De los trabajos de Schable et al [137] se desprenden tres reglas para la base 

científica de la quimioterapia a altas dosis: 1) para llegar a la curación es necesario 

erradicar todas las células tumorales; 2) existe una relación invariable directa entre la 

dosis de cualquier citotóxico y la fracción tumoral aniquilada (afirmación válida para 

los agentes alquilantes, prácticamente los únicos existentes en la fecha de dichos 
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trabajos); 3) existe una relación invariable entre la carga tumoral existente y la 

curabilidad alcanzable sólo con quimioterapia.  Dado que en modelos preclínicos la 

resistencia a agentes alquilantes es revertida con el aumento de la dosis, estos agentes 

han formado la base de la HDCT. La toxicidad no hematológica de estos agentes 

habitualmente no se superpone, con lo que se pueden usar en combinación una vez que 

se asegure el soporte hematopoyético.  

Se han desarrollado tres regímenes fundamentales de HDCT: STAMP I 

(Ciclofosfamida, Cisplatino, Carmustina), STAMP V (Ciclofosfamida, Carboplatino y 

Tiotepa) y la combinación de Ciclofosfamida y Tiotepa. El STAMP I mostraba 

toxicidad inaceptable no reversible (insuficiencia renal y muerte) debido al Cisplatino; 

la versión V podría considerarse la más aceptada y utilizada. Nunca se han comparado 

entre sí los tres esquemas.  

Se comenzó a investigar el papel de la HDCT en pacientes con cáncer de mama 

diseminado en la década de los 80. Los ensayos fase I-II demostraron una tasa de 

respuestas del 70%, muy superior a la de los regímenes de rescate utilizados entonces 

(si bien los fase I no están diseñados para valorar tasas de respuesta). [138, 139] 

Posteriormente, estudios fase II sin quimioterapia de inducción previa al HDCT como el 

de Peters et al [140], mostraron que hasta un 20% de las pacientes podrían conseguir 

remisiones duraderas. Pero hubo un hecho que se pasó por alto: estos ensayos incluían 

pacientes muy pretratadas, con una larga evolución y posiblemente cánceres de mama 

diseminados no muy agresivos. Dicho de otra manera: las pacientes que tenían una 

enfermedad muy agresiva y fallecían en la primera o segunda línea de tratamiento, no 

eran incluídas en estos ensayos y por tanto no estaban representadas en el análisis. Así 

que no se podía inferir que los buenos resultados no fueran debidos al curso favorable 

inherente a la propia enfermedad de las pacientes incluidas en dichos ensayos, y sí a la 
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maniobra terpéutica probada. A pesar de ello, se pusieron en marcha los estudios de 

aplicación de la HDCT en primera línea de tratamiento en la recaída, con o sin 

quimioterapia de inducción previa. Hay 20 ensayos fase II en los que se estudia esta 

estrategia (revisados por Roy D.Baynes), de los que se desprende que un solo ciclo de 

HDCT consigue un 40-50% de respuestas completas. [136] 

A la vista de los datos anteriores, se pusieron en marcha los ensayos fase III para 

enfermedad diseminada. El primero corresponde a Bezwoda et al [141]: en el brazo con 

tratamiento convencional sin HDCT todas las pacientes progresaron, mientras que en el 

brazo de HDCT, el 20% de las pacientes estaban vivas y libres de enfermedad a 5 años. 

Los resultados de Bezwoda nunca lograron ser reproducidos por otros investigadores; 

esto produjo que los datos de sus investigaciones fueran auditados por comisiones de 

investigadores independientes; finalmente se supo que Bezwoda había falseado sus 

resultados y dicho trabajo se considera no válido. El estudio de Peters et al [142] 

sometía a las pacientes con primera recaída a quimioterapia con Adriamicina, 

Fluorouracilo y Metotrexate; las que obtenían respuesta completa se randomizaban a 

HDCT u observación. A los 10 años, el 30% de las pacientes en el brazo de HDCT 

seguían vivas frente al 8% en el brazo control. Este estudio plantea problemas: el hecho 

de someter a trasplante sólo a las pacientes que alcanzan respuesta completa es de por sí 

un sesgo de selección importantísimo. De por sí son ya enfermas con muy buen 

pronóstico y con enfermedad quimiosensible, y el hecho de que el brazo alternativo sea 

observación no permite aseverar que no se hubieran obtenido los mismos resultados con 

esquemas menos agresivos. Asimismo, los criterios de entrada en el estudio eran en sí 

mismos factores de buen pronóstico para el cáncer de mama. Lotz et al [143] 

presentaron sus resultados en el meeting anual de la ASCO de 1999: se trataba de un 

trabajo con 61 pacientes en el que se administraba un tratamiento de inducción 
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heterogéneo y posteriormente se randomizaba a HDCT o dos-cuatro ciclos de 

quimioterapia convencional. Los resultados a 3 años eran favorables, pero se diluían con 

el tiempo debido al bajo número de pacients. Dos trabajos adicionales, uno de ellos 

llevado a cabo por el Nacional Cancer Institute [144] de EEUU y otro por Madan et al 

[145], tampoco apoyan la estrategia. El primero de ellos tiene un diseño adecuado en la 

medida de que existe un brazo de tratamiento estándar que no es la observación, pero 

sigue seleccionando pacientes respondedoras. A pesar de ello (en contraste con el 

estudio fraudulento de Bezwoda), los resultados son los mismos en ambos brazos de 

tratamiento. El segundo de ellos no aplica tratamiento alguno al brazo control, y si bien 

los resultados son significativamente favorables a la HDCT, no se puede considerar 

concluyente. 

Quizá con estos datos nunca debiera haberse iniciado estudios en carcinoma no 

metastático, pero el entusiasmo con esta técnica era tal que el reclutamiento para los 

estudios de fase II comenzó en el carcinoma localizado antes de que hubiera resultados 

definitivos en el carcinoma diseminado.   

Los 5 estudios fase II (revisados por Roy D.Baynes) arrojaron resultados 

alentadores en el contexto clínico de la terapia adyuvante para carcinoma de mama de 

alto riesgo. [136] El seguimiento a 7 años arrojó una supervivencia mediana de 70%, 

muy superior a los controles históricos. Un estudio de García-Carbonero et al [146] 

sugirió que de nuevo en este contexto clínico había un importante sesgo de selección: 

analizando pacientes no sometidas a HDCT, se comparó la supervivencia a 7 años de 

pacientes que por sus características clínicas hubieran sido candidatas a ensayos clínicos 

con HDCT con la de pacientes que de habérseles planteado el ensayo hubieran 

cumplido criterios de exclusión. El resultado fue que el 35% de las que hubieran 

cumplido todos los criterios de inclusión estaban vivas a 7 años, frente a sólo un 15% a 

66 



4 años de las que hubieran sido excluídas. A pesar de ello, los ensayos fase III ya 

estaban en marcha. El primer trabajo importante, comunicado en la sesión plenaria de la 

ASCO de 1999, fue realizado por el grupo SWOG. Comparó la aplicación de un ciclo 

de STAMP I tras quimioterapia con CAF frente a la combinación de las drogas del 

régimen STAMP I a dosis intermedias sin soporte con precursores hematopoyéticos. 

Los resultados favorecen al brazo de STAMP I a dosis plenas (los datos fueron 

actualizados en el 2001, manteniéndose la misma tendencia) [147] También en esa 

misma sesión plenaria Bezwoda comunicó resultados favorables para el grupo 

experimental, pero sus datos han caído en descrédito. Un tercer estudio randomizado a 

cargo de Bergh et al [148] también consiguió ser presentado en la sesión plenaria de ese 

mismo año (lo que da una idea del interés que despertaba tal estrategia: solo 4 trabajos 

son presentados cada año en dicha sesión de los 8000-10000 recibidos; de ellos 3 

correspondían al mismo tema en 1999). El esquema de tratamiento era algo diferente al 

del resto de los estudios, complicando su interpretación: el brazo “estándar” comprendía 

6 niveles de dosis de Fluorouracilo+Epirrubicina+Ciclofosfamida, comenzando todas 

las pacientes en el nivel 3 y ascendiendo de nivel si había buena tolerancia, 

administrando un total de 9 ciclos (la hipótesis de los investigadores es que el 

metabolismo de estos fármacos tiene gran variabilidad inter-indivíduo, por lo que las 

dosis del régimen deben de ser “individualizadas”). El brazo experimental recibía 3 

ciclos de quimioterapia “individualizada” y por último un ciclo de STAMP V. Los 

resultados, curiosamente, favorecen a la rama de 9 ciclos “individualizados”, tanto en su 

presentación en 1999 como en la actualización 1 año después publicado en The Lancet. 

[149]  

Previamente a estos trabajos alentadores se habían comunicado 2 trabajos con 

resultados negativos que no merecen ser discutidos porque el análisis por intención de 
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tratar mostró que el 100% de las pacientes del grupo estándar recibían el tratamiento 

planeado, en comparación con el 85% del brazo experimental. [150, 151] 

Existen 3 estudios adicionales que de momento sólo han sido presentados en el 

congreso de la ASCO y que todavía no han sido publicados en revistas médicas. Dos de 

ellos se presentaron en el 2001; el primero, a cargo de Gianni et al [152] compara la 

quimioterapia convencional frente a un régimen a altas dosis sin quimioterapia 

convencional previa. Este régimen consistía en una dosis de 7 gramos de 

Ciclofosfamida, seguida de una dosis de 8 gramos de Metotrexate, dos de 120 mg de 

Epirrubicina y finalmente un ciclo de Tiotepa/Melfalán con rescate. No puede 

considerarse un tratamiento estándar. Asimismo, el reclutamiento incluye pacientes con 

solo 3 ganglios afectos. El esquema subóptimo sin quimioterapia de inducción, y el 

pequeño número de pacientes insuficientes para detectar diferencias en un subgrupo con 

un riesgo inferior al del resto de los estudios (solo 3 ganglios afectos) probablemente 

hayan sido las razones de los resultados negativos. El segundo de ese mismo año es el 

más interesante, a cargo de Roche et al [153]: incluyen únicamente pacientes de más de 

7 ganglios afectos y ambos brazos llevan 4 ciclos de FEC; uno de ellos seguido de 

observación y el otro de HDCT. Éste segundo brazo muestra una reducción del riesgo 

de recaída del 39%. Al año siguiente se presentó un nuevo estudio, en el que el brazo de 

HDCT, que no estaba precedido de quimioterapia de inducción, no muestra ventaja 

alguna sobre el brazo control. [154] 

Por último, merecen atención los resultados de los 3 últimos ensayos finalizados. 

Ordenados de menor a mayor importancia podrían resumirse así: Tallman et al [155] 

publicaron en el New England Journal of Medicine los resultados de su ensayo con 540 

pacients con más de 10 ganglios afectos en el que el brazo control era CAF X 6 y el 

experimental CAF X 6  seguido de un ciclo de Ciclofosfamida y Tiotepa a altas dosis 
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(esquema subóptimo). A pesar de usar un esquema subóptimo, se aprecia que el tiempo 

a la recaída es mayor en las pacientes del brazo experimental, y que la supervivencia 

global no alcanza diferencias significativas porque en el brazo experimental se 

produjeron 10 muertes tóxicas. A.Zander et al [156] condujeron un estudio publicado en 

el Journal of Clinical Oncology en junio de 2004. Con sólo 307 pacientes se demuestra 

un riesgo relativo de recaída de 0.75 para el brazo experimental (4 ciclos de 

Epirrubicina-Ciclofosfamida seguido de un ciclo de Mitoxantrona-Ciclofosfamida-

Tiotepa a altas dosis) respecto al control (4 ciclos de Epirrubicina-Ciclofosfamida 

seguidos de 3 de CMF). El problema es que el intervalo de confianza de dicho riesgo 

relativo es 0.54-1.06, debido al bajo número de pacientes; al incluír el valor nulo los 

resultados son cuestionados. El último estudio compara el tratamiento con FEC X 5 

versus FEC X 5 seguido de STAMP V. Se trata del más importante por tres razones: 

1) es el estudio con mayor número de pacientes (885) 2) estratifica a las pacientes en 2 

grupos, de 4-9 ganglios y de 10 en adelante, siendo los resultados positivos para ambos 

pero sólo alcanza significación estadística el grupo de más riesgo (riesgo relativo de 

recaída para el brazo experimental de 0.71) 3) el beneficio está limitado a aquellas 

pacientes sin expresión de HER-2 en el tumor primario. [157, 158] 

 

 De todos estos ensayos pueden desprenderse las siguientes conclusiones: 

1) el beneficio esperado para el brazo experimental era más alto del que se 

podía detectar con significación estadística para el número de pacientes 

incuídos. 

2) para que el efecto sea visible la HDCT debe de estar precedida de 

quimioterapia de inducción convencional. 
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3) el beneficio existe siempre y cuando se use un esquema óptimo de 

quimioterapia y las muertes tóxicas sean menores del 2% 

4) el beneficio no está limitado a las pacientes de más riesgo, pero la baja 

potencia estadística de los estudios hace que sólo sea apreciable en ellas 

5) están aún sin determinar cuáles son los subgrupos que podrían beneficiarse 

más del procedimiento. Subgrupos como las pacientes que expresan HER-2 

podrían no ser candidatas a esta estrategia por la resistencia intrínseca a la 

quimioterapia, por lo que tal vez sea preferible usar otro tipo de 

aproximaciones terapéuticas como el uso de anticuerpos monoclonales. El 

primero en definir un subgrupo con beneficio ha sido Rodenhuis, tras 

estudiar la expresión del HER-2 en el tumor primario. Observa que en las 

pacientes con sobreexpresión del HER-2 en el tumor primario el resultado a 

largo plazo es exactamente el mismo al aplicar la HDCT o la quimioterapia 

convencional. En ambos casos, los resultados son mucho peores que en el 

resto de las pacientes. El beneficio de la HDCT sobre la quimioterapia 

convencional está restringido al grupo de pacientes sin sobreexpresión del 

HER-2. 
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6.-Visión de conjunto. Planteamiento del problema. 

 

 El cáncer de mama localizado tiene diferentes tasas de recaída en función del 

estadío. No existen hoy por hoy factores pronósticos que predigan con exactitud el 

riesgo individual. A pesar de existir modalidades de tratamiento muy activas como la 

HDCT, la tasa de recaídas es inaceptablemente alta en el carcinoma de mama localizado 

de alto riesgo.  

 Es preciso identificar un factor pronóstico más certero que los que existen 

actualmente así como caracterizar aquellas pacientes que tienen pocas posibilidades de 

éxito incluso tras ser sometidas a HDCT y que por tanto merecen ser incluídas en 

ensayos con otras modalidades terapéuticas. 

 En lugar de testar factores que indirectamente predigan el desarrollo futuro de 

metástasis, proponemos buscar directamente células tumorales ocultas a los medios 

diagnósticos convencionales que terminen por desarrollar metástasis clínicamente 

evidentes. El término “micrometástasis” (se revisará más a fondo en la sección 

“Material y Métodos”) se refiere a depósitos tumorales viables de entre 0.2 y 2 

milímetros que son detectables con las técnicas diagnósticas histopatológicas 

convencionales. Estas micrometástasis tienen un comportamiento análogo a metástasis 

de mayor tamaño; detectarlas no es un logro en términos de predicción porque 

constituyen ya enfermedad activa. El verdadero reto es detectar células tumorales 

aisladas antes de que hayan formado metástasis/micrometástasis. Hoy día existe una 

técnica de muy alta sensibilidad, la reacción en cadena de la polimerasa (polimerase 

chain reaction (PCR)), que puede detectar una célula maligna entre 100.000-1.000.000 

células normales. La detección de una célula tumoral aislada en sí mismo puede no ser 

más que un hecho espúreo porque, como se ha explicado, la mayoría de las células 
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tumorales que circulan por el torrente sanguíneo no serán capaces de formar metástasis 

clínicamente relevantes, o, aunque puedan implantarse en un órgano a distancia, pueden 

permanecer quiescentes hasta la muerte del paciente por otra causa. Hoy día no se puede  

predecir si una célula en concreto va a poder establecer una metástasis clínica, por dos 

razones: primero, no se conoce qué fenotipo en términos de expresión de unos genes u 

otros (en el supuesto de que solo haya uno “válido”) es el necesario para poder 

metastatizar eficientemente; segundo, el fenotipo de cada célula puede cambiar con el 

tiempo y en función de los estímulos que reciba.  Así, el diseño del estudio es clave para 

asegurar que se contesta con certeza a la pregunta planteada: por ejemplo, la presencia 

de células tumorales en sangre periférica el día después de la cirugía puede no traducir 

más que el paso a sangre debido al trauma quirúrgico y no necesariamente debido a un 

proceso de metastatización. Sin embargo la detección de células tumorales meses 

después de la cirugía, y sin tumor evidente por pruebas de imagen, podría implicar la 

presencia de micrometástasis viables. Asimismo, buscar micrometástasis en pacientes  

sin ganglios afectos podría no ser tan eficiente como en pacientes que sabemos que van 

a recaer en un 50% de los casos como las sometidas a HDCT por tener más de 10. 

 Existen antecedentes anecdóticos de detección de células tumorales diseminadas 

y su relación con mal pronóstico en otros tumores como melanoma, sarcoma de Ewing, 

pancreas, colon y próstata. [159-163] 

 El modo de detectar células tumorales entre células normales ha sido hasta hace 

pocos años la visión directa al microscopio. Dicha técnica es poco sensible y poco 

específica (por ejemplo, es dificultoso en una sección de médula ósea distinguir una 

célula tumoral de un blasto precursor de un leucocito). Posteriormente la tinción por 

inmunohistoquímica de ciertos antígenos celulares supuestamente expresados en células 

tumorales malignas y no en células normales aumentó la sensibilidad hasta la detección 
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de una célula tumoral entre 1.000-10.000 células normales. Con estas técnicas hay una 

serie de trabajos realizados en cáncer de mama, que buscan células tumorales aisladas 

en médula ósea (existen algunos trabajos con escaso número de pacientes realizados con 

sangre periférica). Existe el problema de que no se puede aseverar que las células 

tumorales aisladas o micrometástasis en médula ósea no siempre se desarrollan, y 

pueden continuar durante el resto de la vida del paciente en estado “durmiente”. Sin 

embargo, la presencia de células circulantes varios meses después de la cirugía podría 

implicar que existen, en algún órgano, metástasis activas.  

 Por otra parte, durante los últimos 15 años, la detección de células tumorales de 

cáncer de mama se ha hecho mediante dos aproximaciones no del todo correctas. La 

primera de ellas asume que las células tumorales de origen epitelial expresan 

citoqueratinas, no así las células hemopoyéticas. Así, la detección de citoqueratinas por 

inmunohistoquímica en la superficie de una célula necesariamente implicaría que son 

tumorales. Sin embargo, se ha visto recientemente que las células tumorales epiteliales 

en su proceso de metastatización pierden el fenotipo epitelial y adquieren rasgos 

fenotípicos de células mesenquimales, lo que les permite, entre otras cosas, migrar. Esto 

implicaría que no detectaríamos una parte de las células tumorales diseminadas. La 

citoqueratina más utilizada ha sido la K-19. La otra aproximación, más antigua, 

consistía en detectar una combinación de glicoproteínas de membrana que se expresara 

en las células tumorales aisladas. Esta estrategia se abandonó, por no ser dicha 

combinación de glicoproteínas específica de las células tumorales. Todos estos trabajos 

serán revisados en la sección Discusión. 

 Así pues, en nuestro diseño hay tres aspectos fundamentales: primero, que la 

detección de células tumorales se hará con la técnica más sensible que existe, la PCR; 

segundo, como proteínas diana usaremos además de la citoqueratina K-19 otras que no 
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se han utilizado hasta ahora, con más tasa de expresión en células metastásicas que la 

citoqueratina K-19 (los aspectos técnicos y las razones de selección de las proteínas se 

revisan en material y métodos extensamente); tercero , que el estudio en sangre 

periférica podría permitir detectar células procedentes de más órganos que la médula 

ósea. 

 En lo que respecta a otros tumores ya ha comenzado la investigación activa de 

células diseminadas en sangre periférica con PCR con diferentes marcadores en función 

del tumor estudiado. Creemos que éste hecho respalda nuestra elección de la técnica. 

[164-168]  

 Un punto de interés adicional es el siguiente: los trabajos existentes en la 

actualidad refieren la búsqueda de células tumorales diseminadas en un momento 

inmediatamente posterior a la cirugía. En nuestro trabajo el diseño es distinto: la 

población objeto de estudio son pacientes con carcinoma de mama de alto riesgo que se 

sometieron a HDCT tras 6 ciclos de quimioterapia convencional. Tras los 6 ciclos se 

recolectaron progenitores hematopoyéticos de sangre periférica mediante aféresis. 

Utilizamos las muestras de sangre congelada de dichas aféresis. Así las células 

tumorales aisladas son células que se puede asegurar que no están en sangre periférica 

debido al trauma quirúrgico por haber pasado demasiado tiempo; por otra parte, habrán 

resisitido a 6 ciclos de quimioterapia. Este diseño optimiza el trabajo: se reduce al 

mínimo la posibilidad de detección de células con significado espúreo (células que van 

a ser aniquiladas por la adyuvancia o células que están en la sangre debido al trauma 

quirúrgico).  

El estudio parte con dos limitaciones: de momento no está demostrado que las 

células tumorales aisladas sean factor pronóstico, con lo que su detección puede no 

implicar ningún interés clínico. La segunda, es que las células que detectemos habrán 
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resistido a 6 ciclos de quimioterapia convencional, pero recordemos que todas las 

pacientes se sometieron posteriormente a un ciclo de HDCT: podría darse el caso de que 

de no haber aplicado ningún tratamiento más, la correlación de las células tumorales 

residuales con la recaída fuera importante; no obstante el ciclo de HDCT podría aclarar 

del organismo las células viables restantes y artefactar así los resultados. 

Nuestro fin último es determinar un factor pronóstico que permitiría decidir a 

qué pacientes podría aplicárseles la HDCT y a quiénes otras estrategias. Para definir un 

nuevo factor pronóstico es esencial que los pacientes implicados tengan un pronóstico 

homogéneo en función del resto de factores conocidos.  

Es de vital importancia detectar si las células diseminadas expresan el HER-2: 

de ser así habría una alternativa terapéutica ya disponible para el grupo de pacientes con 

micrometástasis. Asimismo, las conclusiones de este estudio deberán servir como 

hipótesis para estudios en estadíos más tempranos. 
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II. Hipótesis de trabajo 

 

La presencia de células tumorales diseminadas detectadas por PCR en 

productos de aféresis obtenida tras la estimulación con Filgastrim (factor estimulante de 

colonias granulocítico o G-CSF, aplicado inmediatamente antes de la aféresis para 

inducir la replicación de los progenitores hematopoyéticos y su paso a sangre para 

recolección)  tras 6 ciclos de quimioterapia identifica un grupo de pacientes con 

alto riesgo de recaída y muerte. 

Las pacientes que tras 6 ciclos de quimioterapia presentan todavía células 

tumorales diseminadas podrían no beneficiarse de la HDCT respecto a las pacientes que 

no tienen células tumorales circulantes. 

De acuerdo con otros trabajos, existe una selección positiva de células HER-2 

positivas en las metástasis de cáncer de mama. Las células tumorales diseminadas 

podrían expresar esta proteína en un alto porcentajede los casos y ser por tanto sensibles 

al anticuerpo monoclonal Herceptin®. 

La citoqueratina K-19 no es una proteína adecuada para la detección de las 

células tumorales aisladas de cáncer de mama. 

La detección de células tumorales circulantes debe hacerse utilizando un panel 

de genes expresados en células de cáncer de mama y no en tejido hemopoyético, en 

lugar de un solo gen. 
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III. Objetivos 

 

Los objetivos finales de este estudio son los siguientes: 

 

-Determinar la presencia de células tumorales circulantes en sangre 

periférica mediante la detección de expresión de genes expresados en cáncer de 

mama y no en tejido hemopoyético en pacientes con cáncer de mama de alto 

riesgo tras la quimioterapia adyuvante con intención curativa. 

-Analizar la asociación de la presencia de células tumorales circulantes 

con el resto de los factores pronósticos conocidos utilizados habitualmente en el 

cáncer de mama. 

-Averiguar si los aparentemente peores resultados de la quimioterapia a 

altas dosis en carcinoma de mama de alto riesgo en el subgrupo de pacientes 

HER-2 positivo descrito por Rodenhuis  [158] se explica por la presencia de 

células tumorales mamarias HER-2 positivas en sangre periférica. 

-Investigar la importancia pronóstica en términos de tiempo a la recaída y 

tiempo de supervivencia total de la presencia de células tumorales tras la 

adyuvancia del cáncer de mama de alto riesgo tratado con intención curativa. 
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IV. Material y métodos. 

1.-Pacientes. 

1.1. Selección de pacientes.  

 Entre los años 1990 y 2001 se llevaron a cabo 195 procedimientos de 

quimioterapia a altas dosis con soporte con progenitores hematopoyéticos (HDCT) en 

pacientes con cáncer de mama en los servicios de oncología de dos centros hospitalarios 

madrileños: el Hospital 12 de Octubre y la Clínica La Luz (153 y 52 terapias 

respectivamente). 

 Cincuenta y cinco pacientes del Hospital 12 de Octubre y 31 de la Clínica La 

Luz con enfermedad diseminada fueron sometidas a HDCT. Otras 7 y 5 

respectivamente tenían enfermedad localizada pero se trataba de recaídas aisladas del 

tumor primario. 

 Nuestra intención era analizar pacientes vírgenes de tratamiento y homogéneas 

en cuanto a pronóstico. Es obvio que no se pueden incluir en el mismo análisis a 

pacientes con tumor localizado y pacientes con enfermedad diseminada. Asimismo, las 

pacientes con una recaída localizada, ya han sido tratadas tiempo atrás de su 

enfermedad, y dicha recaída localizada traduce una diseminación que no es evidente 

clínicamente aún en el resto de los órganos; la prueba es que más del 70% de las 

pacientes con una recaída localizada fallece de su enfermedad y solo el 7% está libre de 

ella a 10 años. [169] Al diseñar un grupo de pacientes para un análisis pronóstico, ha de 

buscarse que sean lo más homogéneos posible respecto al resto de los factores 

pronósticos que ya se conozcan y cuya variación pueda influir en el desenlace a estudio, 

actuando como factores de confusión. Mezclar pacientes vírgenes de tratamiento con 

pacientes ya metastásicas contradice este principio.   
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 De las 97 pacientes restantes, disponíamos de alícuotas de sangre periférica 

obtenida durante la aféresis para recolección de precursores hematopoyéticos. Ochenta 

y cuatro de ellas eran pacientes con carcinoma de mama de alto riesgo vírgenes de 

tratamiento. Estas 84 pacientes recibieron quimioterapia convencional seguida de 1 

ciclo de HDCT con STAMP V. Estas 84 pacientes fueron las analizadas en el estudio 

(73 del Hospital 12 de Octubre y 10 de la Clínica La Luz). La tabla 4 ofrece el resumen 

de las características demográficas y clínicas de estas 84 pacientes. 

 

1.2. Procedimientos terapéuticos. 

1.2.1. Cirugía. 

 Tras el diagnóstico por medio de biopsia, las pacientes que no presentaban un 

tumor T4 fueron sometidas a mastectomía radical tipo Patey o cuadrantectomía más 

vaciamiento axilar en función de la relación tamaño tumoral/mama. En caso de que 

hubiera tumor viable en los márgenes de cuadrantectomía, o que el borde más próximo 

se encontrara a menos de 5 milímetros de tumor viable, se indicaba la ampliación. Por 

otro lado, las pacientes con un tumor T4 recibían quimioterapia de inicio, para intentar 

la cirugía tras la reducción tumoral. 

 

1.2.2. Estadiaje. 

 Tras la cirugía, y en las 4 semanas previas al inicio del tratamiento, a todas las 

pacientes se les realizó un estudio de extensión consistente en TAC tóraco-abdominal y 

gammagrafía ósea. Sólo se indicó TAC craneal en caso de presencia de síntomas 

neurológicos. El hallazgo de depósitos secundarios lógicamente exluye a las pacientes 

de la terapia adyuvante. 
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Tabla 4.Características de las pacientes 

Característica Valor 

Edad (mediana, límites del intervalo) 44,28 (24-69) 

Sexo (femenino, masculino) 100% / 0% 

Estado hormonal 

          Edad fértil (núm, %) 

          Menopausia (núm, %) 

 

71 (85,5%) 

12 (14,5%) 

Tamaño tumoral (pieza quirúrgica): 

           Tx/T1/T2/T3/ 

            T4/no consta (núm/ %) 

 

3(3,6%)/7(8,5%)/31(37,3%)/24(28,9%) 

15(18,8%)/3(3,6%) 

Número de ganglios afectos (media/límites del intervalo)* 

 1-3 (núm/ %) 

  4-9 (núm/ %) 

              >10 (núm/ %) 

 13,37 (2-38) 

4  (4,7%) 

18 (21,4%) 

62 (73,8%) 

Metastásicas de inicio (núm/ %) 0 (0%) 

Hist. previa de cáncer de mama (núm/ %) 0 (0%) 

Subtipo histológico 

              Ductal (núm/ %) 

              Lobulillar (núm/ %) 

              Otros (núm/ %) 

 

72 (85,7%) 

7 (8,3%) 

5 (6%) 

Grado histológico 

             1 (núm/ %) 

              2 (núm/ %) 

              3 (núm/ %) 

 

1 (1,1%) 

32 (38,1%) 

51 (60,8%) 

Receptores Hormonales 

              ER+/PR+ (núm/ %) 

              ER+/PR- (núm/ %) 

              ER-/PR+ (núm/ %) 

               ER-/PR- (núm/ %) 

 

43 (51,19%) 

9 (10,71%) 

1 (1,19%) 

31 (36,90%) 

HER-2-NEU 

             Positivo (núm / %) 

             Negativo (núm / %) 

 

36 (42,8%) 

48 (57,2%) 

*Una serie de pacientes recibieron la quimioterapia antes de la cirugía por ser inoperables de inicio debido a su gran tamaño 

(neoadyuvancia). Cuando se realiza quimioterapia neoadyuvante, tanto el tamaño tumoral como el número de ganglios encontrados 

suele ser menor al que se encontraría de no haber hecho quimioterapia. De ahí que en nuestra serie haya 4 pacientes con menos de 5 

ganglios; no obstrante, se trataba de pacientes de alto riesgo de inicio, puesto que las 4 padecían un carcinoma inflamatorio (por 

definición no es quirúrgico de inicio) y eran por tanto susceptibles de tratamiento con quimioterapia a altas dosis, 

independientemente del número de ganglios afectos. 
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 Antes del inicio de la quimioterapia se obtuvo hemograma, perfil hepático y 

renal. Dado que estaba previsto que todas las pacientes recibieran antraciclinas y que la 

cardiotoxicidad es un conocido efecto de las mismas, se practicó también un 

electrocadiograma y se determinó isotópicamente la fracción de eyección ventricular 

(FEVI). 

 

1.2.3. Quimioterapia adyuvante. 

 Los esquemas utilizados fueron dos: 

 1) Esquema FEC: 600 miligramos/metro2 (mg/m2) de 5-Fluorouracilo en bolo 

intravenoso + 75 mg/m2 de 4-Epirrubicina en inyección intravenosa en 30-60 minutos + 

600 mg/m2 de Ciclofosfamida en inyección intravenosa en 30-60 minutos,  

administrados el día 1 cada 21 días.  Este esquema se repite hasta un total de 6 ciclos 

siempre que no se presente toxicidad inaceptable, la paciente desestime seguir con el 

tratamiento o tenga lugar una progresión tumoral. 

 2) Esquema AC-Taxol: 60 mg/m2 de Adriamicina en inyección intravenosa en 

30-60 minutos + 600 mg/m2 de Ciclofosfamida en inyección intravenosa en 30-60 

minutos el día 1 cada 21 días por cuatro ciclos. Veintiún días después del último ciclo 

de AC se administra Taxol 175 mg/m2 en infusión intravenosa lenta (3 horas) el día 1 

cada 21 días por cuatro ciclos. Igualmente en caso de toxicidad inaceptable, progresión 

tumoral o negación de la paciente se suspende el tratamiento. 

 

1.2.4. Comedicación. 

 Como premedicación del esquema FEC se administraron 20 mg de 

dexametasona o 125 mg de hidrocortisona más 8 mg de ondansetrón, ambos en 

inyección intravenosa de 15 minutos. El ondansetrón se indicaba asimismo vía oral cada 
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8 horas durante 3 días a dosis de 4 mg por toma; 4-12 mg de dexametasona en toma 

única o repartidos en 2-3 tomas orales durante 3 días completaban la medicación 

antiemética profiláctica. 

 La premedicación y la profilaxis del esquema AC son superponibles a las del 

esquema FEC.  

 El Taxol precisa ser premedicado para evitar reacciones alérgicas debidas a su 

disolvente con antihistamínicos anti-H1 y –H2, así como con corticoides. La pauta 

antiemética necesaria es menos intensa. En nuestro centro habitualmente se usa la 

siguiente pauta previa al Taxol: 5 mg de dexclorfeniramina + 50 mg de ranitidina + 125 

mg de hidrocortisona + 8 mg de ondansetrón. Posteriormente se mantienen 4 mg de 

ondansetrón cada 8 horas durante 2 días; dicha pauta fue la administrada. Para prevenir 

las mialgias, efecto secundario presente en el 30%-50% de los casos en que se 

administra Taxol y que en función de la tolerancia individual puede motivar la 

interrupción del tratamiento, se pautó ibuprofeno (o similar) a dosis de 400-600 mg 

cada 8 horas. 

 

1.2.5. Seguimiento clínico. 

 En la primera visita se realizó la anamnesis básica y por aparatos así como 

exploración física completa; se informó a cada paciente de su pronóstico y de las 

alternativas de tratamiento así como de la toxicidad y expectativas de éxito de cada una, 

y se obtuvo el consentimiento informado. 

 Posteriormente, el primer día de cada ciclo se realizó hemograma, perfil hepático 

y renal; anamnesis y exploración física. La recogida de datos de toxicidad se hizo de 

acuerdo con los criterios de toxicidad para citotóxicos del National Cancer Institute, 

universalmente aceptados y seguidos por todos los oncólogos de occidente en su 
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práctica diaria. [170] Dicha evaluación se repitió a mitad de cada ciclo hasta el final del 

tratamiento planeado. 

 Tras el tercer ciclo de antraciclinas y al final del tratamiento se repitió la 

valoración isotópica de eyección ventricular. 

 

1.2.6. Manejo de la toxicidad. 

1.2.6.1. Toxicidad no hematológica. 

 Las toxicidades grado I-II se manejaron de forma sintomática. En los protocolos 

habituales de tratamiento no se recomienda efectuar retrasos de ciclo ni reducciones de 

la dosis por toxicidades grado I-II. 

 Las pautas de manejo para las toxicidades habituales son: 

 -emesis grado I-II: ondansetrón 4 mg más metoclopramida 10 mg cada 8 horas 

vía oral hasta la resolución. 

 -diarrea grado I-II: loperamida 2 comprimidos vía oral tras la primera deposición 

por encima del número habitual del paciente y posteriormente 1 tras cada deposición 

adicional hasta resolución. 

 -mucositis grado I-II: enjuagues con antisépticos orales y  anestésicos orales 

(lidocaína viscosa al 2% o similar). Puede asociarse nistatina tópica oral en caso de 

apreciarse “muguet”. 

 -alopecia grado I-III: no requiere manejo específico. 

 -mialgias grado I-II: ibuprofeno 400-600 mg cada 8horas. 

 -neuropatía sensitiva por Taxol grado I-II: habitualmente no se produce hasta el 

cuarto-sexto ciclo de Taxol; en caso de presentarse no hay acuerdo sobre unas medidas 

estándar pero suele administrarse gabapentina 300 mg cada 8 horas, amitriptilina 10 mg 

al día o topiramato 50 mg cada 12 horas. 
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 En caso de presentarse toxicidad no hematológica grado III: de tratarse de 

emesis, diarrea o mucositis, es precisa la admisión hospitalaria hasta resolución ya que 

el paciente en general debe estar en dieta absoluta. Tanto para estos tres eventos como 

para el resto, debe esperarse hasta su resolución o disminución hasta grado II, y reiniciar 

el tratamiento quimioterápico a la misma dosis. De presentarse un nuevo evento grado 

III, debe de reducirse la dosis un 25 %. Habitualmente de precisarse una segunda 

reducción suele interrumpirse el tratamiento quimioterápico. 

 En caso de evento tóxico grado IV, debe de valorarse ingreso hospitalario, 

esperar hasta resolución o atenuación hasta grado II y reiniciar el tratamiento con una 

reducción del 25%. De presentarse un segundo evento grado IV, se interrumpe el 

tratamiento.  

 

1.2.6.2. Toxicidad hematológica. 

El manejo habitual es el siguiente. 

-Neutropenia grado I-II: no requiere manejo específico ni retrasos o reducciones 

de dosis 

-Neutropenia grado III: esperar hasta resolución a grado II y reanudar 

tratamiento. 

-Neutropenia grado IV: de no haber neutropenia febril no precisa antibióticos, 

factores estimulantes de colonias ni ingreso hospitalario. Igualmente, de no ser febril 

tampoco motiva reducción de la dosis de quimioterapia pero sí la espera hasta la 

resolución a grado II. 

-Plaquetopenia grado I-II: no requiere manejo específico 

-Plaquetopenia grado III: esperar hasta resolución a grado II. Habitualmente no 

se reduce dosis salvo que se repita la toxicidad. 
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-Plaquetopenia grado IV: en caso de presentar una cifra de plaquetas por debajo 

de 10.000 (o de 20.000 en paciente febril), o de padecer hemorragia activa, se precisa 

transfusión de concentrados de plaquetas. Asimismo debe de esperarse hasta la 

resolución, y el tratamiento debe de reanudarse con una reducción del 25% de la dosis. 

Un segundo evento grado IV suele motivar la suspensión definitiva del tratamiento. 

-Anemia grado I-II: no requiere manejo específico. 

 -Anemia grado III-IV: actualmente existen diversos tipos de eritropoyetinas 

recombinantes de cómoda administración subcutánea que previenen estos eventos. En 

los años en que fueron tratadas las pacientes de este estudio las eritropoyetinas 

recombinantes estaban en desarrollo. En general se trasfundían concentrados de 

hematíes cuando la cifra era de menos de 8 g de hemoglobina, y en otras situaciones en 

función del criterio del clínico. Una anemia grado III repetida o una anemia grado IV en 

general implicaban la suspensión del tratamiento quimioterápico.  

 -Neutropenia febril: revisar las pautas de manejo de neutropenia febril podría ser 

objeto exclusivo de una tesis doctoral. Se puede encontrar información sobre las pautas 

de actuación seguidas en nuestro centro durante los años del estudio en la revisión a 

cargo de Chanock et al publicada en 1996. [171] 

 

1.2.7. Evaluación final.  

 Tras la quimioterapia adyuvante se realizaba de nuevo la misma evaluación que 

antes del inicio del tratamiento. En los casos en que se hubiera desarrollado enfermedad 

metastática, o existiera alguna secuela orgánica importante producto del tratamiento, o 

se denegara el consentimiento, no se aplicaba el ciclo de STAMP V, pero conviene 

recordar que únicamente analizamos pacientes en las que se completó todo el 

procedimiento.  
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 Se realizó una prueba adicional a todas las pacientes que se sometieron a HDCT: 

se obtuvo una biopsia de medula ósea procedente de cresta ilíaca que fue examinada al 

microscopio óptico para excluir del estudio aquéllas que tuvieran metástasis evidentes 

en médula ósea. 

 

1.2.8. Estimulación de médula ósea para recolección de precursores hematopoyéticos en 

sangre periférica. Aféresis.  

 En cuanto se produjo la recuperación de las cifras hematológicas tras el último 

ciclo de quimioterapia convencional (entre 14-21 días después de la infusión), se inició 

la administración subcutánea cada 12 horas de 300 µg de  Granulocyte-Colony 

Stimulating Factor (Factor estimulante de colonias granulocíticas o G-CSF; 

Filgastrim®) durante 10 días. De esta manera se produce una estimulación masiva de la 

replicación de los precursores hematopoyéticos (de leucocitos, plaquetas y eritrocitos) y 

su paso a sangre periférica. [172] Durante los últimos 3-4 días de estimulación se 

procedió a la recogida de precursores hematopoyéticos CD-34 – positivos. (Los 

progenitores hematopoyéticos pluripotenciales o Stem Cells están representados en la 

fracción de sangre periférica o médula ósea que expresa el antígeno CD-34 en su 

superficie) [173, 174] La recogida o aféresis se resaliza a través de un catéter venoso 

central colocado en la vena subclavia; la selección de la fracción CD-34 se basa en un 

procedimiento de citometría de flujo que al mismo tiempo permite su cuantificación. 

[175] La aféresis se realizó 1 vez al día hasta la recogida de 2.5 – 5.0  X 106 

precursores/Kg, cifra considerada suficiente para que la recuperación hematológica se 

produzca en los 14 días siguientes a la infusión de quimioterapia a altas dosis. [176] 

Habitualmente esta cifra se alcanza en el segundo o tercer día de aféresis. Los 

precursores fueron almacenados en bolsas de 250 ml para cada paciente a -180 Cº  (en 
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nitrógeno líquido) hasta su utilización. Se congelaron asimismo entre 2 y 4 alícuotas de 

2 ml a -80 Cº de producto de aféresis de cada cada paciente para ulteriores estudios.  

 

1.2.9. Quimioterapia a altas dosis. 

 La infusión del ciclo de quimioterapia a altas dosis (HDCT) se realizó 2-3 

semanas después de la aféresis.  

 Todas las pacientes fueron ingresadas en habitaciones preparadas para trasplante 

hematopoyético (aislamiento y flujo laminar) para el procedimiento la tarde antes al 

primer día de HDCT, colocándose un catéter venoso central. Desde ese momento se 

inició la infusión de 3000 ml de suero glucosalino cada 24 horas y medicación 

antiemética (ondansetrón 8 miligramos cada 8 horas más dexametasona 12 mg/día; en 

caso de persistencia de nauseas o vómitos se administraba metoclopramida, haloperidol 

o clorpromacina hasta su cese; en caso necesario se instauraba nutrición intravenosa y 

dieta absoluta), durante los primeros 4-5 días y después según criterio médico. Se llevó 

a cabo balance hídrico estricto pesando a la paciente diariamente además de 

cuantificando sus ingestas y pérdidas de líquido. Todos los días del ingreso se obtuvo 

hemograma, perfil hepático y renal así como análisis sistemático de orina.  

 El régimen de HDCT que recibieron todas las pacientes fue el STAMP – V: 

Carboplatino 400 mg/m2/día + Tiotepa 125 mg/m2/día + Ciclofosfamida 1500 

mg/m2/día por cuatro días (días 1-4; dosis totales: Carboplatino 1600 mg/m2; Tiotepa 

500 mg/m2; Ciclofosfamida 6000 mg/m2). 

 El séptimo día tras la primera dosis de quimioterapia se reinfundieron los 

progenitores hematopoyéticos por el catéter venoso central. Al día siguiente se inició la 

cobertura profiláctica de infecciones oportunistas con ciprofloxacino (500 mg/12 horas 

+ Aciclovir 250 mg/8 horas + enjuagues con nistatina 3 veces al día). Asimismo, se 
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instauró dieta de bajo contenido bacteriano (salvo que la emesis, mucositis o diarrea 

tóxica lo impidieran, iniciándose nutrición parenteral). El cuarto día tras infusión de 

progenitores se indicó la administración subcutánea de 300 µg de Filgastrim® 

subcutáneo cada 12 horas hasta recuperación de las cifras de leucocitos o según criterio 

médico. En caso de presentarse fiebre se suspendía la profilaxis y se iniciaba el 

tratamiento indicado según criterio médico para fiebre en paciente inmunodeprimido.  

 La toxicidad por quimioterapia se manejó según las pautas habituales descritas 

en apartados previos. Otras complicaciones o eventos no específicos fueron tratados 

según criterio médico.  

 En el momento de la normalización de los recuentos sanguíneos, parámetros de 

función hepática y renal, se procedía al alta del paciente siempre y cuando se hubieran 

solucionado todos los cuadros tóxicos. 

 

1.2.10. Terapias ulteriores.  

Todas las pacientes recibieron radioterapia complementaria sobre lecho mamario 

y cadenas ganglionares hasta 45 Gray tras la HDCT. Asimismo, aquéllas cuyos tumores 

tuvieran expresión de receptores de estrógenos o de progesterona, recibieron tamoxifeno 

a dosis de 20 mg/día en una sóla toma durante 5 años o hasta que se evidenciara recaída 

de su enfermedad, en cuyo caso se iniciaba una terapia distinta según criterio médico. 

 

1.2.11. Revisiones. 

 Tres meses tras la HDCT se obtuvo anamnesis básica y por aparatos, 

exploración física, analítica completa, gammagrafía ósea, TAC tóraco-abdominal, 

mamografía contralateral y valoración isotópica de la fracción de eyección ventricular. 

88 



Estas dos últimas pruebas se repitieron 1 vez al año indefinidamente, mientras que las 

demás se repitieron cada 3 meses durante el primer año.  

 La anamnesis, exploración y la analítica se repitieron cada 4 meses durante los 

años segundo y tercero; la gammagrafía ósea y el TAC bianualmente. 

 Los años cuarto y quinto las revisiones (anamnesis, exploración, analítica, TAC 

y gammagrafía) se repitieron semestralmente, y tras el quinto año, anualmente.  

 En caso de detectarse una recaída a cualquier nivel el programa de revisiones se 

interrumpió, reiniciando tratamiento oncológico. 

 

1.2.12. Recogida de datos. 

Se revisaron los registros clínicos de todas las pacientes, recogiéndose los datos 

siguientes: edad, historia ginecológica, antecedentes personales y familiares, fecha de 

diagnóstico, estudio de extensión y TNM al diagnóstico, procedimiento quirúrgico 

aplicado, tratamientos oncológicos (quimioterapia de convencional, radioterapia, 

hormonoterapia) administrados y fechas de los mismos, fecha de la HDCT, toxicidad de 

los tratamientos, estado clínico en las revisiones, fecha de recaída, intervalo libre de 

enfermedad; tipo de recaída y fecha de éxitus. 

Por otra parte se revisaron los datos anatomopatológicos disponibles para cada 

registro: tamaño, grado e histología tumoral; número y localización de los ganglios 

afectos; datos inmunohistoquímicos (receptores hormonales, antígeno Ki-67, P53, HER-

2). Hasta el año 1998 no se inició la determinación rutinaria en el servicio de Anatomía 

Patológica de los marcadores KI-67, P53 y HER-2 en los centros de estudio, por lo que 

si bien se obtuvieron los valores de los receptores hormonales de todas las pacientes, no 

fue así para el resto de los marcadores.  
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 Los datos se almacenaron en la hoja de cálculo “Excel” (Microsoft Corporation, 

EEUU; Versión Windows XP) y se analizaron con el programa estadístico “SPSS” 

(Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, Illinois, EEUU; Versión 

12.0.) 
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2.-Determinación de la expresión de K19, HER-2, EGP2, PS2 y P1B en 

sangre periférica. Desarrollo del proceso realizado. 

  

 El trabajo técnico de laboratorio fue realizado por la doctora en biología Soledad 

Gamarra y el doctor en medicina Joaquín Martínez Lopez, especialista en hematología. 

 Los detalles concernientes a las técnicas utilizadas, a las razones de su elección, 

y al panel de genes cuya expresión se rastreó en sangre periférica para la detección de 

células tumorales circulantes/micrometástasis se explican ampliamente en el apartado 

Discusión. 

 

2.1. Detección de células tumorales circulantes.  

 La detección de células tumorales de cáncer de mama en la sangre se realiza 

buscando moléculas de mRNA que se expresen en células de cáncer de mama y no en 

células sanguíneas. No existe ningún gen que se exprese sólo en células de cáncer de 

mama y que se exprese en todas las células de cáncer de mama bajo cualquier condición 

ambiental. Dentro de un mismo paciente, existen diferentes poblaciones celulares del 

tumor que padezca. De los 30000 genes que se han tipificado en el genoma, cada célula 

expresa unos u otros en función de los estímulos recibidos del microambiente en que se 

encuentre, el tipo celular de que se trate y otra serie de factores todavía no bien 

comprendidos pero que fundamentalmente se basan en la metilación/desmetilación (y 

otros proceso de regulación del acceso de los factores de transcripción a la molécula de 

DNA) de los promotores de cada gen. Dicha expresión génica confiere un fenotipo 

celular concreto; este fenotipo está determinado por qué genes y en qué cantidad se 

están expresando en mRNA y por tanto traduciendo a proteínas. Así los fenotipos 

celulares de las distintas poblaciones de cáncer de mama de un paciente serán similares 
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pero no idénticos. Por ello, detectando  con una técnica muy sensible la expresión de 

varios genes que se expresen preferentemente en células de cáncer de mama y no se 

expresen (o lo hagan en escasísima cuantía) en células sanguíneas, tendremos un 

indicador de la presencia de células tumorales. Los genes elegidos cuya expresión 

(tránscritos de mRNA) hemos tratado de localizar son: Citokeratina 19 (K19), HER-2, 

EGP2, PS2 y P1B. La técnica utilizada fue la PCR en tiempo real (RT-PCR) tras 

retrotrasncripción a c-DNA (DNA de cadena simple complementario a mRNA) 

 

2.2. PCR y RT-PCR: fundamentos. 

 El objetivo de la PCR (“Polimerase Chain Reaction”, reacción en cadena de la 

polimerasa) es obtener una gran cantidad de copias de un fragmento de DNA específico. 

Fue descrita por Kary B. Mullis en 1985. Su desarrollo le valió el galardón con el 

premio Nobel de 1993. La patente de esta técnica actualmente está en posesión de 

Hoffman-LaRoche. Básicamente su fundamento es el siguiente: el DNA es una larga 

molécula con dos cadenas de nucleótidos complementarias entre sí. Un nucleótido es 

una molécula compuesta por una base nitrogenada (adenina (A), timina (T), citosina 

(C), guanina (G) o uracilo (U)), una pentosa (desoxi-ribosa si es nucleótido de DNA o 

ribosa si se trata de un nucleótido de RNA) y un grupo fosfato. En el DNA encontramos 

nucleótidos de A, T, C y G, mientras que en el RNA de A, U, C y G. Las bases 

nitrogenadas están en la parte interna de la doble hélice de DNA (en el caso de RNA la 

molécula es de una sola cadena). Cada base nitrogenada está unida por enlace tipo 

“puente de hidrógeno” a una base de la cadena complementaria. Las uniones posibles 

son sólo 2: A se une siempre a T y C se une siempre a G, por medio de 2 y 3 puentes de 

hidrógeno respectivamente. Una secuencia cualquiera de DNA se designa por el orden 

en que se encuentran dispuestas sus bases nitrogenadas. Cada gen está formado por 
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secuencias de 5000-100000 pares de bases y es única respecto a la de los otros genes. 

Gracias a la especificidad de las secuencias podemos amplificar regiones concretas de 

DNA. 

Calentando la molécula de DNA a 95 Cº, se rompen los puentes de hidrógeno y  

las dos cadenas de DNA se separan.  Así las bases nitrogenadas de cada cadena quedan 

expuestas. Posteriormente, bajando a 55-60 Cº, conseguimos la temperatura de 

“annealing”. En este paso, los “primers” o cebadores se unen a sus secuencias 

complementarias específicas. Un cebador es un oligonucleótido de 15-35 bases 

nitrogenadas que la DNA-sintasa o polimerasa necesita para comenzar la síntesis de 

DNA. Los cebadores deben contener una secuencia de nucleótidos que sea 

complementaria a una secuencia que encontremos al principio (“primer forward”) y al 

final (“primer reverse”) del fragmento que queremos amplificar. Una secuencia muy 

corta no sirve, porque puede hallarse repetida en varias localizaciones de la molécula 

del DNA; en general secuencias de 15-20 bases no suelen hallarse repetidas. Así, a esta 

temperatura tenemos las dos cadenas de DNA separadas; en un punto específico de ella 

hay dos cebadores que van a posibilitar el inicio de síntesis de DNA. En el último paso 

se eleva la temperatura a 72 Cº, que es la temperatura óptima de trabajo de la enzima 

TAQ polimerasa (“termophilus aquaticus polimerase”; se trata de una polimerasa de 

DNA que se encuentra en dicha bacteria, cuyo medio habitual son las aguas termales. 

Antes del descubrimiento de la TAQ, el procedimiento de amplificación era mucho más 

complicado. La temperatura de 95 Cº necesaria para separar las dos hebras de DNA 

inactiva las polimerasas que se utilizaban entonces, siendo necesario añadir enzimas en 

cada ciclo de PCR, alargando mucho el procedimiento). En este último paso la 

polimerasa sintetiza DNA sólo en la región en la que se han unido los cebadores, que es 

la secuencia que queremos amplificar. Al conjunto de estos 3 pasos de le denomina 
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“ciclo”. Los ciclos se repiten sucesivamente. En cada ciclo se dobla el número de copias 

del fragmento específico. (Figura 17) Habitualmente se repiten un total de 30-45 ciclos. 

Cada uno de los 3 pasos tiene una duración de 30-60 segundos. Por regla general, el 

procedimiento es eficiente con los siguientes reactivos en cada muestra (para un 

volumen final de 25 µl): 

 -3 µl de DNA “diana” a concentración 20-100 ng/µl. 

 -0,5 µl de cebador “forward” a concentración de 300 ng/ µl. 

 -0,5 µl de cebador “reverse” a concentración de 300 ng/ µl. 

-0,75 µl de TAQ polimerasa  a concentración de 1 unidad/ microlitro (una 

“unidad” se define como la cantidad de enzima que incorpora 10 nmol de 

desoxirribonucleótidos a DNA en 30 minutos a 74 Cº) 

 -1 µl de cloruro de magnesio a concentración 50mM 

-2 µl de dimetilsulfóxido (DMSO: agente detergente que facilita el acceso de la 

polimerasa al DNA) 

-2,5 µl de deoxirribonucleótidos (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) a concentración 

2,5 mM. 

 - 2,5 µl de buffer de TAQ polimerasa 

 -14,25 µl de agua destilada  

 Hoy en día la PCR se suele llevar a cabo en unos aparatos denominados 

termocicladores, que automáticamente generan con rapidez los cambios térmicos 

necesarios para los distintos pasos, manteniéndolos durante el tiempo y número de 

ciclos programados por el usuario. 
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Figura 17: Esquematización de los pasos de la PCR estándar. Las barras roja y naranja representan un 

fragmento de DNA. A 95 Cº las hebras se separan. Las barras verde y rosa representan un primer forward 

y reverse; se unen a sus secuencias específicas complementarias en las barras roja y naranja 

respectivamente. Por último la TAQ sintetiza un los fragmentos complementarios a partir de los 

cebadores  (en el gráfico, se genera una barra naranja complementaria a la roja a partir de la barra verde 

más pequeña; y una roja complementaria a la naranja a partir de la rosa). Como se aprecia, al repetir los 

ciclos se dobla sucesivamente el número de copias del fragmento específico (tomada de Hoffman-

LaRoche; http://www.roche.com). 

 De esta técnica básica se han desarrollado múltiples variantes. Discutiremos la 

real time-PCR (RT-PCR; “PCR en tiempo real”) con transcriptasa inversa, que es la 

utilizada en nuestro experimento. 

Como se ha mencionado, buscamos m-RNA (no DNA) de los tres genes diana 

para saber si está teniendo lugar la expresión de los mismos y por tanto en la muestra 

analizada existen células tumorales diseminadas de cáncer de mama. No existe una 
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técnica que amplifique y por tanto permita detectar el RNA directamente; únicamente se 

puede amplificar y detectar DNA.  

 Para ello, es preciso sintetizar DNA a partir del m-RNA. Este DNA no es 

exactamente el DNA que encontraríamos si secuenciásemos el DNA nuclear: la 

secuencia de un gen contiene regiones que se traducen a RNA y regiones silentes que no 

se traducen, denominadas exones e intrones respectivamente. Los intrones y exones se 

alternan entre sí. En general las secuencias silentes o intrones son más largas que los 

exones. Su significado se desconoce. En el proceso de generación de RNA inicialmente 

se genera una copia de todo el gen, con exones e intrones. Sin embargo las secuencias 

de intrones son eliminadas, y el RNA final sólo contiene la secuencia de los distintos 

exones enlazados entre sí. Por ello, si sintetizamos el DNA complementario a un m-

RNA obtendremos sólo la secuencia de exones del gen que lo codifica. Este DNA se 

denomina c-DNA (la letra “c” hace referencia a que es DNA complementario a RNA de 

cadena simple). El c-DNA se sintetiza a partir del m-RNA gracias a la enzima 

transcriptasa inversa. El c-DNA ya puede someterse posteriormente a procedimientos de 

PCR.  

 De cada muestra a estudio hay que obtener primero todo el m-RNA que existe 

en sus células. Posteriormente, sintetizando c-DNA obtenemos el perfil de expresión de 

los genes que están activos en las células de dicha muestra. Si existen expresión los 

genes K-19, HER-2, EGP-2, PS2 y P1B, quiere decir que en esa muestra hay células 

tumorales mamarias.  

 La RT-PCR permite la cuantificación de los productos de PCR durante el 

proceso de desarrollo de la misma, en contraste con la PCR clásica que requiere una 

serie de complejos y largos procedimientos técnicos posteriores. Se basa en la detección 

de señales de fluorescencia durante y/o después de cada ciclo de PCR. Esta 
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cuantificación es más exacta que con la PCR clásica. Además de la exactitud, permite 

un importante ahorro de tiempo.  

 Existen diversas modalidades aplicables para el desarrollo de la RT-PCR. La 

utilizada en este experimento fue la RT-PCR con “sondas Taqman”. (Figura 18) Las 

sondas Taqman son oligonucleótidos que mediante un enlace covalente están 

conjugados con 2 fluorocromos: un “reporter” o “dador” y un “quencher” o “aceptor”. 

Los utilizados habitualmente son el fluoróforo FAM (que emite fluorescencia a una 

longitud de onda de 520 nanómetros) como dador y el TAMRA (480 nanómetros) como 

aceptor. Siempre que ambos fluorocromos se hallen en posición muy cercana el uno al 

otro, la fluorescencia emitida por FAM será absorbida por TAMRA. Sin embargo, a 

medida que se desarrolla la PCR, los fluoróforos se liberan de la sonda. La TAQ 

polimerasa posee actividad exonucleasa, que hidroliza los enlaces de los fluoróforos 

asociados a los cebadores a medida que hay síntesis de DNA en cada ciclo. De esta 

manera, la fluorescencia no es absorbida por TAMRA y es detectada, siempre que esté 

teniendo lugar la síntesis del tránscrito buscado. En cada ciclo consecutivo, la 

fluorescencia aumenta debido a la acumulación exponencial de fluoróforos FAM libres. 

Este aumento de la fluorescencia permite la cuantificación del número de copias 

presentes en la muestra a estudio. La RT-PCR se realiza de forma automatizada en 

aparatos comerciales diseñados al efecto; al menos existen 7 aparatos comercializados 

disponibles. Las diferencias entre ellos básicamente radican en la velocidad de 

realización de la RT-PCR y el número de muestras que pueden ser analizadas en cada 

tanda. El escoger uno u otro depende de los requerimientos del usuario; por lo demás no 

se diferencian en el desarrollo del proceso o en los resultados obtenidos. El aparato 

Light Cycler (Roche, Mannheim, Alemania), fue el utilizado por nosotros. 
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Figura 18: representación esquemática de la generación progresiva de fluorescencia durante la 

progresión cíclica de la RT-PCR. Se aprecia en el primer paso cómo al ser estimulado por la luz, el 

fluoróforo FAM (verde) emite fluorescencia pero ésta es absorbida por el fluoróforo TAMRA (rojo). 

Ambos están unidos al cebador. En el siguiente paso, al iniciarse la síntesis de DNA complementario por 

la TAQ, los fluoróforos son hidrolizados de la sonda. En la tercera imagen se observa cómo se separan a 

medida que la síntesis continúa, y tanto en ese paso como al final del ciclo, la fluorescencia emitida por 

FAM al recibir estimulación luminosa, no es absorbida por TAMRA, pudiendo ser detectada (tomada de 

VHJ van der Velden et al: Detection of minimal residual disease in hematologic malignancies by real-

time quantitative PCR: principles, approaches, and laboratory aspects. Leukemia 17(4): 1013-1034, 2003) 
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 La cuantificación del número de copias (ver apartado 2.11. Cuantificación) se 

basa en el análisis de la fluorescencia emitida. Basado en la intensidad de la 

fluorescencia inespecífica (“background signal” o “ruido de fondo”), que es 

determinada durante los ciclos 3-15 automáticamente por el software del Light Cycler 

mediante el método de la segunda derivada de la pendiente de la fluorescencia detectada 

entre los ciclos mencionados, se calcula un “Threshold” o punto de corte (denominado 

Ct) para la fluorescencia específica. Cuando la fluorescencia detectada sobrepasa ese 

punto, quiere decir que se está amplificando el producto buscado. (Figura 19) Para cada 

muestra, además de los genes deseados, se realiza la amplificación de un Housekeeping 

o gen de referencia. Dicho gen de referencia ha de cumplir unas características ideales: 

debe de expresarse en todas las células y su expresión ser constante cuantitativamente 

de unas a otras; asimismo teóricamente no debe cambiar su valor de expresión en 

función de las distintas condiciones ambientales. Por último, debe tener una expresión 

intensa. Existen diversos genes de referencia (ver apartado 2.10. Gen de refererencia 

para la cuantificación) cuyas características se aproximan a las ideales. El gen de la B-

Glucuronidasa (GUS) fue el utilizado por nosotros.  Mediante una razón entre el ciclo 

en el que se detecta el gen de referencia y el gen buscado, se puede estimar, en términos 

relativos, el número de copias del gen buscado. La fórmula para su cálculo se expone y 

explica en el apartado 2.11. 
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Figura 19: a modo de ejemplo se muestra la gráfica de detección de fluorescencia para el gen de 

referencia (B- Glucuronidasa o GUS) en 8 muestras, en un control positivo y en un control negativo. La 

cifra que aparece en la última columna es el ciclo en el que se produce el Threshold o detección de 

fluorescencia específica. 

 

 

 

2.3. Reactivos.  

-MagNA Pure LC mRNA HS KIT (Roche Applied Science, Penzberg, Alemania). 

-GeneAmp Gold RNA PCR Reagent Kit (Applied Biosystems, Foster City, EEUU). 

-Sondas Taqman de amplificación sintetizadas por Applied Biosystems (Foster City, 

EEUU) 

-Light Cycler Capillares tubes (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) 

-LC Fast Start DNA Master Hybridation Probe (incluye polimerasa, buffer enzimático y 

dNTPs) (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) 
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-Líneas celulares HC-1143 y MCF-7 (Banco de líneas celulares, Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Alemania) 

 

2.4. Aparatos. 

-Light Cycler Instrument (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) 

-MagNA Pure LC Instrument (Roche, Mannheim, Alemania) 

-Termociclador PTC100 – Programmable Termal Controller (MJ Research, New 

Haven, EEUU) 

-Contador celular Coulter (AC-t Deff, Tokyo, Japón) 

-Software Primer Express (Applied Biosystems, La Jolla, EEUU) 

-Software de Roche Light Cycler versions 3.5 y 4.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Alemania) 

 

2.5. Extracción de m-RNA. 

 Para la obtención del m-RNA se procedió a descongelar las muestras a 

temperatura ambiente. Para aquellas pacientes que hubiera más de una alícuota de 

producto de aféresis disponible, se mezcló el producto de todas las alícuotas en una 

sóla. Seguidamente cada muestra fue centrifugada a 13200 revoluciones/minuto durante 

60 segundos; de esta manera se separa el producto en dos fases: suero y células. Se 

deshechó el suero y se reservó la fase celular.  

 La fase celular se sometió a un proceso de lavado previo a su procesamiento, 

consistente en suspensión en 2 mililitros de suero salino fisiológico, mezclado y 

posterior centrifugacón a 13200 rpm durante 1 minuto, reservando la fase celular. 
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 La extracción de m-RNA se llevó a cabo en el MagNA Pure LC Instrument 

(Roche, Mannheim, Alemania), utilizando el kit comercial MagNA Pure LC mRNA HS 

KIT diseñado al efecto (Roche Applied Science, Penzberg, Alemania). 

 El kit está diseñado  para la purificación automática del m-RNA de hasta 32 

muestras que contengan hasta 10^7 células mononucleadas de sangre periférica, 

usándolo en el aparato descrito. El m-RNA obtenido puede ser suspendido en 

volúmenes variables entre 50-100 µl y tiene una calidad e integridad suficientes para ser 

posteriormente analizados en el Light Cycler. 

 El proceso de aislamiento del m-RNA está basado en la tecnología del “lecho 

magnético”, que es realizado automáticamente en el MagNa Pure LC Instrument. Tras 

someter las células a un proceso de lisado de sus membranas, se liberan todas las 

moléculas intracelulares. Las moléculas de m-RNA siempre son sintetizadas con una 

cola de poli-A en su extremo 3’; esta cola de adeninas sirve para el reconocimiento de la 

molécula de m-RNA para los procesos intracelulares. La cola de poli-A es reconocida 

selectivamente por medio de oligonucleótidos de T (timina), marcados con biotina. El 

complejo formado por el m-RNA y el oligonucleótido marcado es capturado por 

microesferas magnéticas revestidas de estreptoavidina. Los contaminantes 

posteriormente se eliminan mediante procesos repetidos de lavado, obteniendo 

finalmente sólo el m-RNA unido a las microesferas magnéticas, de las que son eluídas. 

 Los pasos básicos de trabajo, descritos por la casa comercial, son los siguientes: 

-Contaje de 10^6 células mononucleadas obtenidas de cada paciente para 

constituir la muestra a estudio en el contador celular Coulter. 

-Lisado de la muestra mediante el Lysis Buffer; esto libera los ácidos nucleicos e 

inactiva las enzimas DNA-asas y RNA-asas (este paso se lleva a cabo fuera del 

MagNa Pure LC Instrument). 
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 Ya en el interior del aparato tienen lugar los 5 pasos siguientes: 

-El lisado se divide en 4 alícuotas que son incubadas individualmente en el 

Capture Buffer primero y en un medio que contiene las microesferas después. La 

cola poli-A del m-RNA hibrida con la el oligonucleótido poli-T marcado con 

biotina en el primer paso. En el segundo paso, el complejo formado es fijado a la 

superficie de las microesferas gracias a la estreptoavidina. Por último se reune de 

nuevo el material en la alícuota inicial. 

-Incubación con una solución que contiene DNA-asa I; este proceso elimina el 

DNA que pueda haber en la muestra (si en el producto que vamos a someter a 

RT-PCR hay DNA genómico, existe la posibilidad de que hubiera amplificación 

de un fragmento de DNA, a pesar de que el m-RNA busado no existiera en la 

muestra analizada, falseando los resultados) 

 -Lavado con el Wash Buffer I; elimina impurezas y potenciales inhibidores del 

las enzimas que posteriormente intervendrán en el proceso de la RT-PCR. 

 -Lavado con el Wash Buffer II; elimina otras sustancias no unidas a las 

microesferas, como proteínas y detritus celulares. 

 -Incubación en Elution Buffer a alta temperatura: libera el m-RNA del complejo 

microesfera magnética-oligonucleótido de timina marcado con biotina. El eluído 

final contiene sólo el m-RNA que existiera en la muestra procesada. 

El volumen final es de 50 µl. 

 

2.6. Retrotranscripción y síntesis de c-DNA. 

 Una vez obtenido el m-RNA para cada paciente, procedimos a la 

retrotranscripción y síntesis de DNA complementario de cadena simple o c-DNA. Este 
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paso se realizó con el GeneAmp Gold RNA PCR Reagent Kit (Applied Biosystems, 

Foster City, EEUU). 

 Este Kit aporta la enzima MultiScribe Reverse Transcriptase, una forma 

recombinante del virus de la leucemia murina. Es una DNA-polimerasa dependiente de 

RNA, que utiliza RNA (de cualquier tipo siempre que sea de cadena simple) como 

molde en la presencia de un cebador, para sintetizar una cadena de DNA (de cadena 

simple; c-DNA) complementaria al RNA molde. La retrotranscripción puede hacerse 

con el fin de obtener sólo el c-DNA de un RNA específico o bien para obtener el c-

DNA complementario a todos los RNA que existen en la muestra. La primera 

aproximación requiere trabajar con cebadores específicos, mientras que la segunda 

utiliza oligonucleótidos hexaméricos cuya secuencia se ha generado al azar (de este 

modo las posibles secuencias son 4^6 = 4092; con tantos hexámeros diferentes se 

consigue generar al menos una secuencia que sirva como cebador para cada RNA 

diferente) La enzima MultiScribe es compatible con ambos procedimientos.  Nosotros 

utilizamos los hexámeros al azar, puesto que el objetivo era la detección de varios 

tránscritos de m-RNA diferentes.  

 La enzima viene suministrada a una concentración de 50 unidades / µl, siendo 

una unidad la cantidad de enzima necesaria para incorporar 1 nmol de deoxi-timidín-

trifosfato a 37 Cº en 10 minutos usando un molde complementario de poli-adeninas. Es 

obtenida y purificada de cepas de E.coli que expresan el gen pol del virus de la leucemia 

murina en un plásmido.  

 Por otro lado, se incluye una solución con 10^6 copias / µl de RNA 

complementario del plásmido pAW 109; su objetivo es servir como control positivo de 

la reacción de retrotranscripción.  
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 El desarrollo de la retrotranscripción se llevó a cabo según las recomendaciones 

del fabricante. Consta de 3 pasos (los dos últimos se llevan a cabo en el termociclador 

PTC 100), que describimos brevemente: 

-Preparación de una solución “madre” que contenga los reactivos necesarios para 

la reacción de retrotranscripción excepto el m-RNA (obtenido en el paso 

anterior), con un volumen proporcional al número de muestras para las que 

queramos realizar retrotranscripción, teniendo en cuenta que el volumen final 

para cada reacción de retrotranscripción sea de 20 µl. El volumen de RNA 

obtenido en la extracción que se añade a cada reacción de retrotranscripción es 

de 6µl; así, la solución “madre” debe incluir 14 µl por muestra. Es decir, si 

queremos trabajar con 100 muestras, deberemos preparar una solución “madre” 

de 1400 µl. Seguidamente en cada tubo mezclaremos 14 µl de solución con los 6 

µl de RNA de cada paciente. Por cada 14 µl de solución, los reactivos son los 

siguientes: 

    -1 µl de pAW109 RNA 

    -1,7 µl de agua destilada 

    -4 µl de RT-PCR Buffer 

    -2 µl de cloruro de magnesio 25 milimolar (mM) 

    -2 µl de nucleótidos trifosfato 10 mM 

    -0,5 µl de inhibidor de RNA-asa 

    -0,3 µl de MultiScribe Reverse Transcriptase 

    -0,5 µl de hexámeros al azar 

    -2 µl de DTT-Buffer 
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 -Hibridación: incubando 10 minutos la mezcla final a 25 Cº se logra la 

hibridación de los cebadores (hexámeros) a sus secuencias complementarias 

existentes en los m-RNA. 

 -Retrotranscripción: se produce incubando durante 12 minutos a 42 Cº, 

temperatura óptima de trabajo de la MultiScribe Reverse Transcriptase. 

 

2.7. Primers o cebadores y sondas Taqman. 

 Se utilizaron oligonucleótidos cebadores y sondas Taqman (Taqman probes) 

comerciales diseñados específicamente para la amplificación de los genes K-19 y PS2 

por la empresa Applied Biosystems (por tanto su secuencia no está disponible al tratarse 

de un producto comercial). Para los genes HER-2, P1B y EGP2 así como para el gen de 

referencia B-Glucuronidasa, se utilizaron las secuencias reflejadas en la tabla 5 

diseñadas por Bieche I et al [177],  Bosma et al (P1B y EGP2) [178] y Beillard  E  et al 

[179], obteniéndose bajo encargo a Applied Biosystems. 

 Se aplicaron las reglas generales concernientes al diseño de los cebadores para 

que éstos lleven a cabo su función eficientemente:  

1) el tamaño de la secuencia a amplificar (el número de bases 

comprendido entre el cebador forward y  el cebador reverse) 

óptimo ha de tener entre 200-500 pares de bases. 

2) el 30-80 % de los nucleótidos de la secuencia han de ser 

guaninas o citosinas. 

3) deben de evitarse las secuencias con más de tres G o tres C 

repetidas (dado que al unirse a su base complementaria por 

tres puentes de hidrógeno, esos tripletes formarían una unión 

demasiado estable y se perdería eficiencia en la PCR al 
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entorpecerse el proceso de separación-unión de los 

cebadores). 

4)  la temperatura de “melting” (temperatura a la que se separan 

de su hebra complementaria) de los cebadores ha de ser 

idealmente 55-65Cº. 

5) es preciso que entre los 5 últimos nucleótidos de los extremos 

3’ de cada cebador no existan más de uno ó dos grupos 

guanina-citosina para evitar la formación de horquillas 

(pliegues que forma el DNA en su estructura secundaria) 

Las secuencias y las características básicas de los cebadores utilizados se muestran en la 

tabla 5.  

 

2.8. Amplificación: Desarrollo de la RT-PCR. 

 La amplificación y cuantificación se llevó a cabo mediante la tecnología de RT-

PCR con sondas Taqman en el aparato termociclador con detección de fluorescencia 

Light Cycler Instrument, utilizando el kit enzimático LC Fast Start DNA Master 

Hybridation Probe (la polimerasa de este kit está modificada de tal manera que se 

mantiene inactiva hasta que es calentada a 94 Cº durante 4 minutos). La cuantificación 

se basa en la detección de fluorescencia originada por el acúmulo de moléculas de DNA 

de doble cadena en los sucesivos ciclos. 
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Tabla 5.  Características de los cebadores. 

Gen Primers Secuencia SONDA Loc.* Fragmento 

K19 K19 fw 

K19 rv 

Prod. Ref. Num:** Hs00761767s1 

(Applied Biosystems) 
   

HER2 HER2 fw 

HER2 rv 

5´AGCCGCGAGCACCCAAGT 3´ 

5´TTGGTGGGCAGGTAGGTGAGT

T 3´ 

5´6FAMCCTGCCAGTC

CCGAGACCCACCT-

PHX: TAMRA 

M11730 147 BP 

EGP2 EGP2 fw 

EGP2 rv 

5´CAGTTGGTGCACAAAATACTG

TCA 3´ 

5´CATTCATTTCTGCCTCCATCA3´ 

5´6FAMTTGCTCAAAG

CTGGCTGCCAAATGT-

PH X:TAMRA 

M32036 75 BP 

PS2 PS2 fw 

PS2 rv 

Prod. Ref. Num:** 

HS00170216m1 

(Applied Biosystems) 

   

P1B P1B fw 

P1b rv 

5´AGTCCACCCTGTCCTTGGC 3 

5´CTGAGGAGTACGTGGGCCTG 3´ 

 

5´6-FAM-

CTGCAAACCAGTGTG

CCGTGCC-PH:TAMRA 

 

L15203 62 BP 

GUS GUS fw 

GUS rv 

5’GAAAATATGTGGTTGGAGAGC

TCATT3’ 

5’CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA

3’ 

5’6FAMCCAGCACTCT

CGTCGGTGACTGTTC

A-PHX:TAMRA 

M15182 100 BP 

 

*Posición en el Gene bank accesión number; http://pbil.univ-lyon1.fr/search/acnum.html 

**De los productos comerciales no se dispone de las secuencias, posición de acceso ni tamaño de 

fragmento por tratarse de datos confidenciales empresariales de Applied Biosystems (Foster City, EEUU) 

 

 Las reacciones de amplificación tienen lugar en capilares “Light Cycler 

Capillares tubes” de 10 µl. Para cada reacción, los reactivos son: 

   -1 µl de cDNA obtenido de la retrotranscripción. 

   -1 µl de cloruro de magnesio 0.004 mM. 

   -1 µl de LC Fast Start DNA Master Hybridation Probe. 

   -4 µl de agua destilada. 
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-1 µl de cebador forward y 1µl de cebador reverse a 

concentración 0,3 µM 

-1 µl de sonda Taqman a concentración 0,2 µM (para los genes 

K19, EGP2, PS2, P1B y GUS) o 0,25µM (para el gen HER-2) 

 La reacción tuvo lugar en dos etapas: 

- una primera etapa de calentamiento a 95 Cº durante 10 minutos 

para activar la enzima Fast Start. 

-una segunda etapa que comprende 50 ciclos de 2 pasos por ciclo: 

el primero de ellos de <1 segundo de duración en el que se llevan 

las muestras a 95 Cº para conseguir la desnaturalización de la 

doble hebra (la duración del paso es de menos de 1 segundo 

porque sencillamente el aparato alcanza esta temperatura y de 

modo inmediato comienza a bajar a la temperatura de annealing). 

El segundo paso es de 30 segundos de duración, y en él tiene 

lugar tanto el annealing de los cebadores Taqman como la síntesis 

de DNA complementario. Las temperaturas de este segundo paso 

son distintas para cada cebador: 60 Cº para el K19, P1B y B-

Glucuronidasa;  65 Cº para EGP2 y HER-2. Como se puede 

comprobar, el tiempo total de reacción es inferior a 50 minutos. 

Dado que se pueden introducir 32 capilares en cada proceso, ello 

genera una idea de la rapidez del aparato Light Cycler.  

 

2.9. Controles positivo y negativo.  

 Para testar la sensibilidad de la RT-PCR para cada gen específico y comprobar la 

idoneidad del desarrollo de la reacción, se adquirieron las líneas celulares HC-1143 y 
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MCF-7 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, 

Alemania). Dicha línea celular expresan, entre otros genes, K-19, HER-2, EGP2, PS2 y 

P1B, así como GUS. Se utilizaron curvas de dilución estándar específicas para cada gen 

a estudio. (Figura 20) Posteriormente se midió la concentración de DNA bicatenario 

mediante fluorometría y se utilizó la fórmula siguiente para calcular el número de 

copias del tránscrito: 

 

 

    6 x 10^23 (copias/mol) * Concentración (gramos/µl)          

      

     MW (gramos/mol) 

 

Se realizaron 8 diluciones seriadas de 10 en 10 del DNA originado por la 

amplificación de cada tránscrito, considerando válidas aquellas curvas con una 

pendiente de 3,5. De esta manera sabemos el límite de detección del la técnica para cada 

tránscrito. En cada tanda de 32 reacciones que admite el Light Cycler pueden incluirse 4 

ó 5 diluciones obtenidas del producto mencionado para testar el número de copias 

respecto a las producidas por la línea celular utilizada como control positivo. 

 Como control negativo se usó sangre de donantes sanos al azar procedente del 

banco de sangre, procediendo a la amplificación mediante RT-PCR de los tránscritos K-

19, HER-2, EGP-2, PS2 y P1B en dicho producto.  
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Figura 20: A modo de ejemplo se muestran los datos para las diluciones seriadas del tránscrito de la K-

19. En el recuadro de la izquierda aparecen las diluciones: sin diluir y en factores de 10 en 10 hasta la 

dilución 1/1000000 (cada dilución se testa por duplicado). Puede apreciarse como en la última de las 

diluciones no se detecta el tránscrito a estudio.  

 

2.10. Gen de referencia para la cuantificación. 

 La cuantificación del número de copias del tránscrito analizado (K-19, HER-2, 

EGP-2, PS2 y P1B en nuestro caso) puede realizarse de varias maneras; nuestra elección 

fue expresarla de manera relativa respecto a un gen de referencia (Ver en Discusión: 2: 

Conceptos relativos al gen de referencia y a la cuantificación de tránscritos de mRNA) 

  Pallisgaard et al [180] publicaron en la revista Blood en el año 2001 un estudio 

esponsorizado por el Europe Against Cancer Program (“Programa Europeo contra el 

Cáncer”) acerca de la idoneidad de diversos genes como genes de referencia. Los genes 

B-2 microglobulina, B-glucuronidasa y ABL fueron considerados como ideales. En la 

sección Discusión, en el apartado 2, se explican los conceptos relativos a la elección del 

gen de referencia.  

 Una aplicación importantísima del gen de referencia es testar la validez de las 

muestras: para la B-glucuronidasa, si en el ciclo 29 no se ha detectado fluorescencia 

específica, se asume que no hay suficiente RNA para detectar los tránscritos a estudio y 
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la muestra se considera no válida (las razones de que una muestra no sea válida pueden 

ser múltiples, pero en general se debe a que durante el período de congelación (hasta 10 

años para alguna de las muestras del presente estudio) el RNA se degrada). (Figura 21) 

 El gen de la B-glucuronidasa fue el utilizado, por ser de los tres genes válidos 

aquél para el que se tenía mayor experiencia de uso en nuestro laboratorio. Para su 

amplificación se usaron los cebadores y sondas Taqman descritos en la tabla 5. 

 

 

 

Figura 21: se ofrecen los resultados del Ct para GUS en 8 muestras, en un control positivo y en uno 

negativo. Como puede verse, en las muestras 54, 55 y 56, el Ct tiene lugar más tardíamente que en el 

ciclo 29; por tanto son muestras no válidas para el análisis por no tener mRNA suficiente.  
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2.11. Cuantificación relativa del número de copias de los tránscritos a estudio. 

El primer paso es calcular la eficiencia del proceso (una eficiencia de 2 implica 

que la cantidad de tránscritos que estamos amplificando se dobla en cada ciclo; es la 

eficiencia óptima) Lo realiza el software del Light Cycler durante la fase exponencial 

del acúmulo de fluorescencia aplicando la fórmula: 

 

    E=10(-1/S) 

Siendo S la pendiente de la fase exponencial (slope). A modo de ejemplo la 

figura 22 muestra los datos para el cálculo de la eficiencia de uno de los tránscritos. 

 

 

 

Figura 22: A modo de ejemplo se muestran los datos para el cálculo de la eficiencia de la PCR para K19. 

La curva inferior muestra el Ct para cada dilución (las diluciones se muestran en el eje X en escala 

logarítmica). El valor de la pendiente es -3.216 como puede comprobarse en la imagen, por lo que, 

aplicando la fórmula mencionada, se obtiene una eficiencia de 2,03, muy próxima a la ideal. 
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El siguiente dato necesario es el Ct para cada tránscrito a estudio y para GUS en 

cada muestra (realizado por el software del Light Cycler mediante el método de la 

segunda derivada; se basa en el hecho de que el máximo de la segunda derivada durante 

la fase exponencial de la curva de amplificación guarda una relación lineal con la 

concentración inicial de las moléculas de cDNA). Para obtener cada Ct debe analizarse 

cada tránscrito en una sóla reacción: así, para obtener los Ct de K19, HER-2, EGP2, 

PS2 y P1B y compararlos con el de GUS, han de hacerse 6 RT-PCR para cada muestra. 

Por último, se calcula la razón o ratio de copias del gen a estudio respecto al 

número de copias de gen de referencia mediante la siguiente fórmula: 

 

 

   Ratio= (Etarget)(Ctref – Cttarget) 

Siendo Target el tránscrito a estudio, E la eficiencia y Ct, como se ha explicado, 

el punto de corte en el que la fluorescencia se detecta específicamente sobre el “ruido de 

fondo” para cada tránscrito, tanto el de referencia como los de los genes a estudio. 
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3.-Consideraciones estadísticas. 

 

 Todos los test estadísticos comparativos fueron realizados a dos colas. 

 Los resultados se muestran con un máximo de tres decimales redondeados (ej: 

0,0043 se mostraría como 0,004; 0,0045 se mostraría como 0005) 

 Los tiempos están calculados con decimales y no como “tiempos cumplidos”: 

por ejemplo, si una paciente fue operada el 3/8/1996 y su recaída se produjo el 31/8/97, 

no se tomará como valor de tiempo hasta la recaída 12 meses, sino 391 días, lo que 

equivale a 13,1 meses. Es un error muy frecuente en las publicaciones médicas el 

trabajo con tiempos cumplidos, que tiende a infraestimar los tiempos reales 

transcurridos. Los valores que aparezcan entre paréntesis inmediatamente después de 

los valores de los tiempos dados se referirán, salvo excepción que será 

convenientemente indicada, al intervalo de confianza al 95% de dicho tiempo para la 

población. 

 Se toma como tiempo de inicio para el seguimiento el primer instante en que 

cada paciente en concreto se queda libre de tumor; esto es, la fecha de la cirugía. Se 

define como momento de recaída la primera fecha en la que se objetiva enfermedad 

metastásica documentada por pruebas de imagen y/o anatomía patológica. 

 Para mostrar los resultados del seguimiento tanto de la cohorte globalmente 

como para comparar los seguimientos por subgrupos (análisis univariantes) en función 

de los desenlaces se utilizó el método de Kaplan-Meier. Todos los indivíduos 

“censurados” en nuestro estudio se produjeron por llegar al final del período de 

seguimiento sin presentar el desenlace. No tuvo lugar ninguna pérdida de seguimiento o 

lost to follow up. Tampoco tenemos noticia, a día de hoy, de que se haya producido 

ninguna muerte por una causa distinta al fenómeno en estudio. Treinta y seis (42,8%) 
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historias clínicas no presentaban datos de seguimiento por haberse enviado a nuestro 

hospital desde centros externos; los datos se completaron con entrevistas telefónicas con 

pacientes/familiares y médicos dichos centros, así como informes enviados por fax. 

 Respecto a la codificación de la variable “presencia de micrometástasis”: como 

se ha explicado, la detección de micrometástasis es un hecho probabilístico. A mayor 

número de genes que se expresen en cáncer de mama y no en sangre que utilicemos para 

buscarlas, más probabilidades tendremos de encontrarlas. De hecho, una célula 

diseminada puede no expresar todos los genes del panel puesto que la expresión génica 

tumoral varía muchísimo según las condiciones y además la población celular tumoral 

no es monoclonal, sino policlonal (un mismo paciente puede tener diferentes 

poblaciones celulares con diferentes expresiones génicas). Así, si separamos la 

información gen por gen estaríamos sesgando los resultados: por ejemplo, una paciente 

cuyas células diseminadas expresasen el P1B y no la K19, si hiciéramos un análisis en 

función de la expresión de K19, quedaría codificada como “sin micrometástasis” a pesar 

de tenerlas. Por ello, generaremos la variable ficticia categórica Micrometástasis 

(SI/NO), que dará una información global de la expresión de genes propios de cáncer de 

mama en sangre periférica. De hecho, se demostrará en los apartados subsiguientes 

cómo fragmentando la información gen por gen se pierde la potencia predictiva (y la 

significación estadística) de recaída y muerte para la presencia de tránscritos de cáncer 

de mama en sangre periférica. También incluiremos un apartado de análisis 

multivariante en el que las variables definidoras de presencia de tránscritos se 

introducirán con su valor crudo numérico, generando unos intervalos de confianza casi 

imposibles de interpretrar. Por ello, hemos preferido trabajar con variables categóricas 

por su fácil interpretación práctica. 
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 Es interesante recordar que este estudio está diseñado para detectar impacto 

pronóstico de un factor que hipotéticamente debe de ser muy potente (la presencia de 

micrometástasis invisibles al menos teóricamente debería de serlo). Los factores con 

gran impacto se pueden estudiar con cohortes relativamente pequeñas, como la nuestra. 

Sin embargo, para aseverar la importancia de factores con menos impacto se necesitan 

cohortes de gran tamaño (cientos-miles de pacientes). Esto es tanto más válido cuánto 

más interés tengamos en demostrar la independencia del factor a estudio del resto de los 

factores por los que haya que ajustar el análisis estadístico (por ejemplo: si queremos 

estudiar el valor de la presencia de receptores hormonales, debemos ajustar por la edad, 

porque una vez que tengamos el resultado no sabremos si se debe a la importancia 

propia de los fenotipos hormonales tumorales o a que unas determinadas edades se 

asocian con fenotipos hormonales más favorables como ocurre con el cáncer de mama 

en la mujer anciana, en general hormonodependiente y de evolución muy indolente). 

Quiere esto decir que para demostrar la importancia de los factores pronósticos poco 

potentes en análisis multivariantes, se precisan las cohortes de mayor tamaño.  

 En general, las cohortes que han demostrado la importancia de los receptores 

hormonales, grado tumoral, número de ganglios y otros factores, tienen un tamaño de 

unos 500-1000 pacientes. No es nuestra pretensión investigar de nuevo la importancia 

de dichos factores, sobradamente contrastados, pero sí queremos aportar pruebas de que 

nuestra cohorte es homogénea con el resto de las existentes y que no tiene lugar la 

presencia de factores pronósticos contradictorios con la literatura médica actual (por 

ejemplo, si en nuestra cohorte resultara que a mayor número de ganglios mejor 

pronóstico, obviamente los resultados carecerían de validez externa y no serían 

extrapolables a otras cohortes). Sin embargo, carecemos (por el tamaño de la cohorte) 

de la potencia estadística necesaria para demostrar la importancia de los factores 
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clásicos en análisis multivariantes, por lo que ofreceremos diversas pruebas univariantes 

en las que se demuestre que los factores clásicos se comportan al menos del modo 

coherente con los conocimientos existentes. Dichas pruebas incluyen: 

-Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier estratificando las pacientes tanto 

para recaída como para supervivencia global por los factores pronósticos 

clásicos. Los factores que resulten significativos para supervivencia global por la 

prueba Log-Rank no serán comprobados para su influencia en recaída, puesto 

que se requiere más potencia para comprobar influencia en supervivencia. Se da 

por sentado que un factor que impacta en supervivencia lo hace en recaída, y de 

todos modos, es mucho más interesante para cualquier factor su impacto en 

supervivencia global que en recaída. 

-Correlación de Pearson de los distintos factores pronósticos clásicos 

cuantitativos con la recaída y supervivencia (tanto en tiempos como en valores 

categóricos) 

 -Tablas de contingencia con porcentajes de recaídas y muertes estratificando a 

las pacientes por subgrupos definidos por los distintos factores clásicos 

categóricos. 

 -Comparación de medias de tiempos hasta la recaída y muerte  en función de los 

distintos factores pronósticos. Esta prueba se evitará en la medida de lo posible: 

las variables de tiempo transcurrido en estudios biomédicos suelen ser muy 

asimétricas (no siguen la distribución normal); por ello el índice de tendencia 

central que mejor las resume es la mediana en lugar de la media. Sin embargo, el 

cálculo de diferencias entre medianas se realiza con pruebas no paramétricas, 

menos potentes que las paramétricas. 
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Estos tipos de prueba se han presentado por orden de importancia en cuanto a 

relevancia para interpretar factores pronósticos. Para cada factor se mostrará sólo la 

prueba más potente que haya dado un resultado positivo, no presentando los valores 

negativos, puesto que, como se ha dicho, nuestro objetivo no es hacer un estudio de los 

factores clásicos.  

 Otro de los objetivos nombrado en la sección 3 incluye la relación de los 

factores pronósticos clásicos con la presencia o ausencia de micrometástasis, para 

comprobar si dicha presencia se asocia a fenotipos tumorales particularmente agresivos 

en base a los factores pronósticos ya aceptados o es absolutamente independiente. Se 

utilizará para ello el estudio con el estadístico de Pearson o la prueba de Chi cuadrado 

en función de que se consideren las micrometástasis con su valor absoluto o codificadas 

como variable catagórica. 

 Es importante reseñar que respecto al HER-2 partimos con una limitación: unas 

50 pacientes de este estudio fueron intervenidas quirúrgicamente en centros externos o 

antes del 1998, fecha en que se comenzó a realizar la prueba del HER-2 en los 

especímenes tumorales en nuestro hospital. Nos ha sido imposible recuperar todos los 

bloques de parafina del tumor primario; por ello contamos con 30 valores perdidos para 

el HER-2 en tumor. Las pruebas de análisis multivariante sistemáticamente excluyen 

aquéllos casos con valores perdidos. Si bien hemos realizado pruebas estadísticas 

incluyendo el HER-2, no las incluímos por no arrojar resultados suficientemente 

interesantes, debido a que obliga a trabajar con muy pocos pacientes y se pierde la 

mayoría de la información de nuestro estudio. Sin embargo ofreceremos pruebas de que 

el HER-2 se comporta del modo esperado en nuestra cohorte. No nos parece un punto 

crucial porque incluso en estudios internacionales a gran escala, se cuestiona la 

importancia del HER-2 en análisis multivariantes, ya que tiende a asociarse con otras 
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características de mal pronóstico, como la presencia de más ganglios axilares o la 

negatividad de los receptores hormonales. 

 El fin último de nuestro estudio es demostrar la importancia independiente del 

resto de los factores de la presencia de células tumorales circulantes, con 

implementación del tiempo en el modelo multivariante (supuesto dos subgrupos, A y B, 

y que en A ocurran un 30% de recaídas y en B un 25%; no es comparable si no se 

incluye el tiempo: la diferencia pronóstica será mayor si los de A ocurren en 3 meses y 

los de B en 5 años que si los de A ocurren en 6 años y los de B en 5). Para ello, la 

prueba elegida es el Cox’s proportionals hazards model. También este modelo se 

utilizará para comprobar si el peor resultado de ciertas pacientes sometidas a trasplante 

se explica por la presencia de células tumorales circulantes HER-2 positivas (ver 

secciones Hipótesis de trabajo y Objetivos). Para hallar los coeficientes 

correspondientes a cada variable, se permitirá al programa SPSS trabajar con todas las 

variables sin descartarlas del modelo final en función de su grado de significación 

Existen varios métodos de introducción de variables al modelo: los modelos “hacia 

delante” que parten de un modelo con una sola variable e introducen las siguientes en 

función de unos criterios de significación estadística acotados por el usuario; los 

modelos “hacia atrás” que parten del modelo con el máximo número de variables y las 

retiran progresivamente en función de la significación estadística, y el modelo 

“introducir” que genera un modelo con todas las variables que el usuario desea 

comprobar. Los dos primeros tipos de modelos (en los que la significación estadística 

que funcione de delimitador puede acotarse tanto desde el estadístico de Wald como en 

función de la razón de verosimilitud) se utilizan para generar nomogramas que serán 

empleados con fines predictivos en series de casos. El modelo de introducción de todas 

las variables permite investigar el “peso”de cada factor, y es el que se emplea cuando se 
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desconoce todavía la significación teórica de cada variable. Una vez que se conoce por 

diferentes estudios el peso de cada variable puede ya procederse a utilizar un modelo 

para distintas series de pacientes o casos, y aquí sí tendría sentido optimizar el modelo 

al máximo para obtener el mayor poder predictivo con el menor número de predoctores 

(lo que se conoce en estadística como “modelo parsimonioso”). Nuestro estudio 

pretende investigar la importancia y significación estadística de cada factor, por lo que 

los modelos se diseñarán con todos los predoctores. Asimismo, para maximizar el uso 

de la información disponible, se categorizar el menor número de variables posibles (la 

división en categorías de una variable cuantitativa contínua o discreta genera pérdida de 

información, aunque su análisis sea más cómodo de esta segunda forma; se encontrará 

información adicional a este respecto en el apartado de Discusión). 

 Creemos pertinente recordar ciertos aspectos fundamentales sobre la 

interpretación de la regresión de Cox. Se trata de un modelo que permite saber en qué 

medida una serie de predoctores (cuantitativos o categóricos) influyen en un resultado 

como puede ser supervivencia global o recaída. No se trata sólo de saber el efecto sobre 

dicho resultado tras un tiempo concreto de seguimiento, sino de valorar cuál es el efecto 

de cada variable sobre la función de supervivencia a lo largo de todo el período de 

seguimiento, sea cual sea el punto temporal que se elija para la comparación (de otro 

modo estaríamos hablando sólo de un desenlace dicotómico (vivo/no vivo) y en ese 

caso sería suficiente un análisis de regresión logística). Sólo la regresión de Cox permite 

afirmar que un resultado (p.ej. tiempo de supervivencia) es más ventajoso para un factor 

determinado, (p.ej. mejor o peor supervivencia en función de presencia o ausencia de 

micrometástasis a igualdad de edad, número de ganglios, receptores hormonales y 

tamaño tumoral) puesto que ajusta por el resto de los factores que intervienen en dicho 

resultado. 
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 La función de Cox sigue en general la ecuación: 

Ln(λt) = B1X1 + B2X2 + … + BnXn 

Donde λt es el riesgo de fallecer más allá de un instante cualquiera “t”, X son los 

distintos predictores (p.ej., número de ganglios, presencia o ausencia de 

micrometástasis,…) y  B son los coeficientes numéricos para cada predictor. De este 

modo, el riesgo de fallecer en el instante T sería: 

λt = λ0 eB1X1 + B2X2 +BnXn 

 Se interpreta como λ0 el riego basal cuando todos los factores pronósticos 

independientes valen cero.  

 Lo más interesante que nos ofrece la regresión de Cox es que para un predictor 

de carácter dicotómico, en el que tome el valor 0 para los no expuestos y el valor 1 para 

los expuestos, la razón de riesgos para presentar el desenlace a estudio vale eB 

(de tratarse de una exposición cuantitativa habría que elevar e al coeficiente B, pero 

multiplicando B por el incremento de unidades cuyo riesgo queremos estimar; por 

ejemplo si se tratara de B = 1,5 para el tamaño del tumor y quisiéramos investigar el 

riesgo de los tumores de 5 centímetros respecto a 2, habría que elevar e a 4,5)Esta razón 

de riesgos se interpreta como razón de densidades de incidencia, o número de eventos 

por persona y unidad de tiempo. Así, si B = 1,5, la razón de densidades de incidencia 

para presentar el evento en los expuestos al factor frente a los no expuestos vale 4,48; lo 

que es lo mismo, en una unidad de tiempo se producen 4,48 eventos en el grupo de 

expuestos por uno en el de no expuestos. 

Por último, para comprobar si existe relación de los factores pronósticos clásicos 

con la presencia de micrometástasis en sangre periférica, se realizará de dos maneras 

diferentes en función si los predoctores son categóricos o cuantitativos. Así, para testar 
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si existe relación entre presencia o ausencia de receptores hormonales y presencia o 

ausencia de micrometástasis, la prueba adecuada es una tabla de contingencia con el 

estadístico Chi-cuadraro. Por el contrario, para relacionar un predictor cuantitativo 

como es el tamaño tumoral en centímetros con la presencia o ausencia de 

micrometástasis, es preciso aplicar un modelo de regresión logística. En ella, los 

coeficientes B al elevarse a e no se interpretan como razón de densidades de incidencia 

sinó como razones de riesgo, pues no se incluye el impacto temporal en la función 

logística. 
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V. Resultados  

1. Tratamiento. 

1.1. Tratamientos administrados. 

 Todas las pacientes recibieron quimioterapia previamente al trasplante autólogo, 

15 de ellas (17,8%) en régimen neoadyuvante por considerarse su tumor inoperable de 

inicio. En estos 15 casos el régimen consistió en FEC X 3 pre-cirugía y FEC X 3 post-

cirugía. A los 69 (82,14%) casos restantes se les administró quimioterapia adyuvante, 

siendo FEC X 6 en 55 (65,48%)  casos y AC X 4 – T X 4 en 14 (16,67%).  

 La cirugía fue completa (márgenes negativos de 0.5-1 cm) en el 100% de los 

casos. Se procedió a mastectomía radical modificada en  59 (70,24%) casos y 

tumorectomía más vaciamiento axilar en el resto. 

 Todas (100%) las pacientes recibieron 45 Gy de radioterapia sobre lecho y 

cadenas ganglionares. 

 Cincuenta (59.52%) pacientes recibieron tamoxifeno adyuvante de acuerdo con 

su fenotipo hormonal. La duración mediana (en meses) de dicho tratamiento fue de 48 

(límites del intervalo: 1-60) meses. En principio la indiciación se pauta durante 60 

meses; sin embargo en 31 casos se suspendió al producirse la recaída de la enfermedad 

y cambio de tratamiento. Sólo en 1 caso se suspendió por intolerancia, a los 4 meses de 

iniciarse. 

 Ochenta y cuatro pacientes (100%) recibieron 1 ciclo de STAMP-V 

1.2. Toxicidad registrada. 

 Las tablas 6, 7 y 8 muestran un resumen de las toxicidades más relevantes 

observadas, para las pacientes que recibieron FEC, AC-Taxol y por último las 

toxicidades observadas en la administración de STAMP V. 
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Tabla 6. Resumen de toxicidad observada en los 420 FEC administrados. 

Toxicidad Incidencia (en porcentaje %) sobre el 

total de ciclos administrados 

Emesis (Grado III/IV) (13,09/3,57) 

Diarrea (Grado III/IV) (1,12/0) 

Neutropenia * (afebril/febril) ( 16,67/1,9) 

Alopecia (Grado III)** 55,9 

Toxicidad cardíaca *** 0 

Mucositis (Grado III/IV) (1,90/0,2) 

Muertes Tóxicas 0 

*Sólo se incluyen neutropenias GIII o GIV; el resto son irrelevantes. 

**No existe Grado IV: alopecia total es GIII. Obviamente la alopecia no se repite ciclo tras ciclo, y por 

tanto la cifra mostrada se refiere al total de pacientes que sufrieron alopecia grado III. 

***La toxicidad cardíaca del FEC x 6 (disminución de FEVI) es, según series, 1-5%. Sin embargo, para 

ser sometidas a trasplante, uno de los criterios es la presencia de FEVI dentro de límites normales. Por 

tanto, en nuestra serie sólo se incluyen pacientes que no presentaron toxicidad cardíaca con FEC; en el 

mismo período de tiempo se trataron otras pacientes que posteriormente no pudieron ser sometidas a 

trasplante por presentar disminución de la FEVI por debajo del 45%. 
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Tabla 7. Resumen de la toxicidad producida por AC-Taxol (112 ciclos). 

Toxicidad Incidencia (en porcentaje %) sobre el 

total de ciclos administrados 

Emesis (Grado III/IV) (6,25/0,89) 

Diarrea (Grado III/IV) (0,89/0) 

Neutropenia * (afebril/febril) (10,18/2,6%) 

Alopecia (Grado III)** 85 

Toxicidad cardíaca *** 0 

Mialgias (Grado III) 5,37 

Neuropatía sensitiva (Grado III/IV) 

                   Motora (Grado III/IV) 

5,37 

0 

Mucositis (Grado III-IV) (2,6/0) 

Muertes Tóxicas 0 

*Sólo se incluyen neutropenias GIII o GIV; el resto son irrelevantes. 

**De nuevo se refiere al porcentaje de pacientes, y no al número de ciclos, que presentaron alopecia total 

con este régimen (12 de 14 pacientes) 

***Para la toxicidad cardíaca es aplicable el comentario de la tabla anterior. 
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Tabla 8. Resumen de la toxicidad producida por STAMP V (84 ciclos) 

Toxicidad Incidencia (en porcentaje %) sobre el 

total de ciclos administrados 

Emesis (Grado III ó IV)* 51,19 

Diarrea (Grado III ó IV)* 23,8 

Infección de catéter central 9,52 

Tromboembolismo pulmonar 3,57 

Enterocolitis neutropénica 1,19 

Neutropenia (afebril/febril) ( 1,12/98,80) 

Deterioro Creatinina (Grado III)* 2,38 

Enfermedad venooclusiva hepática 2,38 

Mucositis (Grado III ó IV)* 45,23 

Muerte Tóxica** 1,19 

*En casos como el traspante autólogo la toxicidad gastrointestinal es más difícil de tipificar, dado que, 

por la gravedad del paciente en general tiende a instaurarse la nutrición parenteral con más antelación que 

en pacientes ambulatorios. Posiblemente un número de pacientes que recibieron nutrición parenteral 

(hecho que define que la toxicidad gastrointestinal sea GIV) no la hubieran recibido de no tratarse de 

pacientes en trasplante. Por ese motivo se presena una sola cifra, que es la que corresponde al porcentaje 

de pacientes que recibió nutrición parenteral debido a toxicidad gastrointestinal. Los porcentajes suman 

más del 100%, dado que en muchos pacientes los motivos de instauración de nutrición parenteral eran 

más de uno (p.ej. emesis y diarrea). 

**Una paciente que padeció enfermedad venooclusiva hepática desarrolló fracaso renal y fallo 

multiorgánico refractario a pesar de su ingreso en UCI, falleciendo al tercer día de cuidados intensivos. 
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En cuanto a la recuperación hematológica tras el ciclo de STAMP V, los días 

transcurridos desde la infusión de los progenitores hematopoyéticos son (mediana-

límites del intervalo): 

   -recuperación hasta >500 neutrófilos /mm3: 10 (8-21) 

-recuperación hasta >20000 plaquetas /mm3 con independencia 

de trasfusión: 13 (9-26) 

 No se produjeron toxicidades dignas de mención durante la radioterapia ni 

durante la administración de hormonoterapia adyuvante, salvo 1 abandono de 

hormonoterapia motivado por intolerancia digestiva (1,19%). 
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2.-Seguimiento, recaídas y supevivencia. 

2.1.-Seguimiento. 

 La cohorte fue seguida durante una mediana de tiempo de 68,3 meses (límites 

del intervalo: 6-103)  

 

2.2. Recaídas. 

 La figura 23 muestra la curva de Kaplan-Meier para el evento “recaída”. Un 

total de 47 pacientes presentaron el evento (56%). Se aprecia en diagrama de caja de la 

figura 24 que la mediana del tiempo hasta la recaída en las pacientes que recaen es de 

21 meses; las pacientes que al final del seguimiento se encontraban vivas y libres de 

enfermedad se representan en la figura 24 en el valor X=0 y fueron seguidas por un 

tiempo mediano de 82 meses. El tiempo a la recaída global (mediana de toda la serie) 

(observado en el punto en que la función de Kaplan-Meier vale 0,5) es de 66,0 meses. 
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Figura 23: curva de Kaplan-Meier para tiempo hasta la recaída. 
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 Figura 24: Diagrama de caja de tiempo de seguimiento hasta la recaída, en pacientes sin recaída (0) (por 

tanto equivalente a tiempo total de seguimiento) y con recaída (1) 

 

2.3. Supervivencia. 

 La supervivencia mediana no se alcanzó a lo largo del seguimiento (en la figura 

25 se aprecia cómo la función de supervivencia no llega a alcanzar el valor 0,5); la 

supervivencia media fue de 74,52 meses. Se produjeron un total de 35 fallecimientos 

(41,7%). La figura 26 muestra las medianas y los cuartiles 1 y 3 del tiempo de 

seguimiento en función de fallecimiento 

 Al final del período de seguimiento, el estado de las pacientes es el siguiente: 

   -36 pacientes (42,8%) vivas sin enfermedad 

   -13 pacientes (15,47%) vivas con recaída 

   -35 pacientes (41,7%) muertas 
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Figura 25: curva de Kaplan-Meier para supervivencia global.                   
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Figura 26: Diagrama de caja de tiempo de seguimiento en función de supervivencia. 
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3.-Determinaciones de los tránscritos K19, HER-2, EGP2, PS2, P1B y 

GUS. 

 

3.1. Eficiencia de la PCR. 

La tabla 9 muestra la eficiencia de la PCR para cada tránscrito. El gen PS2 no se 

consiguió amplificar en la línea celular control HC-1143. El Ct para dicho gen en varias 

pruebas realizadas, con la línea celular sin diluír, fue superior al ciclo 40, no pudiéndose 

descartar por tanto que se tratara de amplificación inespecífica.  

Adquirimos una segunda línea celular (MCF-7) de cáncer de mama. Tampoco 

conseguimos tener certeza absoluta de que los tránscritos de PS2 se amplificaban con el 

kit comercial adquirido. El Ct en esta ocasión se producía más allá del ciclo 35; 

teniendo en cuenta que para el resto de los genes se producía alrededor del ciclo 24 en la 

primera dilución (datos no mostrados; como se ha explicará en la sección de Discusión, 

apartado 2: Conceptos relativos a la cuantificación, la realización de la PCR en un 

control positivo sólo se realizó para comprobar que funcionaba correctamente. Para la 

cuantificación únicamente es necesaria la eficiencia de la PCR) Como se aprecia más 

adelante, tampoco obtuvimos resultados positivos para PS2 en ningún paciente. Se 

discuten en el apartado Discusión las diversas posibilidades subyacentes a este hecho. 

Por todo lo explicado, no se puede ofrecer el valor de la eficiencia de la PCR 

para el PS2. 
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Tabla 9. Resultados de la eficiencia de la PCR para cada gen. 

 

Gen Eficiencia 

K19 2,046 

HER-2 1,743 

EGP2 2,21 

PS2 No procede 

P1B 1,96 

 

 

 

3.2. Valor del Ct. para GUS en cada muestra: muestras válidas. 

 Se ha explicado en el apartado 2.10 de la sección Material y Métodos que las 

muestras en las que el Ct. de Gus fuera superior al ciclo 29 no son válidas para el 

estudio. La tabla 10 muestra el valor de GUS para la muestra de cada paciente.  Las 

muestras de 14 pacientes (16,67%) habían sufrido una degradación tal del RNA 

(objetivado por un Ct. para GUS >29) que sus muestras fueron desechadas para el 

análisis. 
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Tabla 10. Valor del Ct de Gus para cada paciente (PAC) 

 

Pac. Gus Pac. gus Pac. Gus Pac. GUS 

1 27,800 22 27,250 43 25,860 64 26,550 

2 28,720 23 24,810 44 25,830 65 28,190 

3 22,830 24 >29 45 >29 66 >29 

4 27,600 25 28,000 46 28,620 67 26,270 

5 27,210 26 28,790 47 25,650 68 >29 

6 28,960 27 28,690 48 26,460 69 26,010 

7 25,490 28 27,490 49 25,150 70 26,590 

8 28,580 29 27,420 50 26,210 71 26,010 

9 28,640 30 >29 51 28,520 72 24,640 

10 28,000 31 >29 52 26,800 73 26,700 

11 26,530 32 >29 53 28,000 74 25,720 

12 >29 33 >29 54 28,200 75 26,130 

13 27,990 34 28,990 55 28,870 76 26,510 

14 >29 35 >29 56 24,820 77 27,270 

15 >29 36 27,790 57 28,080 78 >29 

16 23,940 37 25,690 58 27,550 79 26,200 

17 26,000 38 27,610 59 25,830 80 26,250 

18 24,940 39 26,540 60 24,560 81 >29 

19 25,820 40 28,000 61 27,860 82 26,600 

20 28,270 41 26,330 62 24,510 83 24,650 

21 27,250 42 27,240 63 26,790 84 24,550 

 

 

3.3. Valores por paciente de cada tránscrito a estudio respecto al gen de referencia. 

 

 Se ha explicado en el apartado 2.11 de la sección Material y Métodos que la 

cuantificación relativa precisa de los datos de la eficiencia de la PCR (mostrados en la 

tabla 7) y del valor del Ct GUS en cada muestra. A modo de ejemplo se ofrecen (figura 

27) los datos del valor del Ct Gus para las muestras en que resultó positivo el gen EGP2 
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y los datos del Ct de Gus en esas mismas muestras. Es importante advertir que las 

numeraciones que genera el programa del Light Cycler no tienen nada que ver con la 

numeración de los pacientes; en cada tanda de PCR se analizan hasta 32 muestras 

simultáneamente que se numeran consecutivamente de cada vez empezando desde el 1; 

posteriormente ha de ser cotejada la identificación de cada muestra con el número de 

paciente real, que no es el número asignado por el programa.  

 La tabla 11 muestra los valores definitivos de cada tránscrito en sangre periférica 

para cada paciente. Los valores en blanco corresponden a las pacientes cuya muestra fue 

desechada para el análisis por presentar un Ct para GUS mayor de 29. 
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Figura 27: Ejemplo de los valores del Ct de GUS y de EGP 2 en muestras apareadas (valor de GUS y de 

EGP calculados en la misma muestra en reacciones distintas). Con dichos valores, el valor de la eficiencia 

(mostrado en la tabla 7) y la ecuación explicada en el apartado 2.11. de la sección Material y Métodos, se 

obtiene el valor cuantitativo para  el gen a estudio en cada muestra. En la práctica no es necesario hacer 

estos cálculos pues el sofware del Light Cycler los ofrece automáticamente. 
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Tabla 11: Valores cuantitativos de cada tránscrito por paciente* 

Paciente            K19                  HER2               EGP2            PS2                  P1B                   Paciente            K19                HER2              EGP2               PS2                P1B

1  ,000000  ,000000  ,000800  ,0000  ,000000 

 2  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

 3  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

 4  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

 5  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

 6  ,000680  ,000000  ,000000  ,0000 1,790000 

 7  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

 8  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

 9  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

10  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

11  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

12      

13  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

14  ,000000  ,000000 .000000  ,0000  ,000000 

15  ,000000  ,000000 .000000  ,0000  ,000000 

16  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

17  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,290000 

18  ,000000  ,057000  ,000000  ,0000  ,000000 

19  ,000000  ,017000  ,000000  ,0000  ,290000 

20  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

21  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

22  ,000580  ,000000  ,000600  ,0000  ,000000 

23  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,020000 

24    

25  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

26  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,330000 

27  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,250000 

28  ,000000  ,000000  ,000150  ,0000  ,000000 

29  ,000000  ,000000  ,000500  ,0000  ,000000 

30      

31     

32      

33      

34  ,000000  ,000000  ,003400  ,0000  ,000000 

35  

36  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

37  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

38  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,130000 

39  ,000000  ,087000  ,000000  ,0000  ,000000 

40  ,000000  ,000000  ,004000  ,0000  ,000000 

41  ,000000  ,013000  ,000000  ,0000  ,000000 

42  ,000000  ,000000  ,001500  ,0000  ,000000 

43  ,000000  ,000000  ,003200  ,0000  ,000000 

44  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,020000 

45  

46  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

47  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

48  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,370000 

49  ,000000  ,000000  ,000400  ,0000  ,000000 

50  ,000000  ,053000  ,000300  ,0000  ,000000 

51  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,370000 

52  ,000000  ,000000  ,000500  ,0000  ,000000 

53  ,000000  ,000000  ,006000  ,0000  ,000000 

54  ,000000  ,000000  ,001000  ,0000  ,000000 

55  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,400000 

56  ,000000  ,000000  ,000600  ,0000  ,080000 

57  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

58  ,000000  ,000000  ,000500  ,0000  ,000000 

59  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

60  ,000000  ,000000  ,000100  ,0000  ,000000 

61  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

62  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

63  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

64  ,000000  ,000000  ,004000  ,0000  ,000000 

65  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

66  

67  ,000620  ,000000  ,000900  ,0000  ,000000 

68  

69  ,000000  ,000000  ,001200  ,0000  ,000000 

70  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

71  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

72  ,000000  ,000000  ,000600  ,0000  ,000000 

73  ,000000  ,000000  ,001800  ,0000  ,000000 

74  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

75  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

76  ,000000  ,000000  ,000300  ,0000  ,000000 

77  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

78  

79  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

80  ,000000  ,012000  ,000000  ,0000  ,000000 

81  

82  ,000000  ,000000  ,000000  ,0000  ,000000 

83  ,000000  ,000000  ,000100  ,0000  ,000000 

84  ,000000  ,015000  ,002000  ,0000  ,000000 

 

*Se ofrecen los resultados en forma de listado para evitar complicaciones en su consulta debidas a las 

líneas de las tablas. 
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3.4. Micrometástasis. Intervalo de confianza para la población. 

 La tabla 12 ofrece finalmente los datos de qué pacientes sufrían la presencia de 

micrometástasis en sangre periférica de acuerdo con los criterios expuestos en 

“consideraciones estadísticas” 

Tabla 12: Pacientes afectos de micrometástasis*. 

 

Pac          Mic                Pac            Mic             Pac            Mic                Pac         Mic               Pac             Mic              Pac         Mic

1 0 

2 0 

3 0 

4 0 

5 0 

6 1 

7 0 

8 0 

9 0 

10 0 

11 0 

12 . 

13 0 

14 . 

15 . 

16 0 

17 1 

18 1 

19 1 

20 0 

21 0 

22 1 

23 1 

24 . 

25 0 

26 1 

27 1 

28 1 

29 1 

30 . 

31 . 

32 . 

33 . 

34 1 

35 . 

36 0 

37 0 

38 1 

39 1 

40 1 

41 1 

42 1 

43 1 

44 1 

45 . 

46 0 

47 0 

48 1 

49 1 

50 1 

51 1 

52 1 

53 1 

54 1 

55 1 

56 1 

57 0 

58 1 

59 0 

60 1 

61 0 

62 0 

63 0 

64 1 

65 0 

66 . 

67 1 

68 . 

69 1 

70 0 

71 0 

72 1 

73 1 

74 0 

75 0 

76 1 

77 0 

78 . 

79 0 

80 1 

81 . 

82 0 

83 1 

84 1 

*Se ofrecen en forma de listado para facilitar su lectura. Pac = Paciente. Mic = micrometástasis 

(0=no/1=si). 

 Presentan micrometástasis el 45,7% de las pacientes con muestra analizable. El 

intervalo de confianza al 95% para la verdadera proporción de pacientes que 

presentarían micrometástasis en la población de pacientes con cáncer de mama de alto 

riesgo sometidas a HDCT es 34,0%-57,4%. 
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4.-Comprobación del impacto de los factores clásicos. 

 En este apartado ofrecemos los resultados obtenidos en nuestra cohorte para el 

impacto de las variables que hoy por hoy se acepta que tienen importancia pronóstica: 

estado de los receptores hormonales, edad, número de ganglios, grado tumoral, estado 

HER-2 en tumor, recepción o no de Taxol y tamaño tumoral. No se mostrará en este 

apartado ningún resultado del impacto del hallazgo de micrometástasis. 

 

4.1. Pruebas de Kaplan-Meier. 

 Las figuras 28 a 30 incluyen los resultados del análisis de supervivencia de los 

factores que con la prueba Log Rank han resultado significativos.  

 En la figura 28 se puede comprobar como la presencia de más de 10 ganglios 

afectos empeora el pronóstico respecto a la invasión de menos de 10. Las medias de 

supervivencia son 70,7 (61,2-80,2) vs 87,3 (82,1-92,6) meses. No pueden compararse 

las medianas por ya que en el grupo de menos de 10 ganglios no se alcanzo la mediana 

(50% de fallecimientos) durante el tiempo de seguimiento. Valor Log Rank 4,41; 

p=0,0357. 

Respecto a los receptores hormonales, también se alcanza importante 

significación estadística para su impacto en supervivencia como se observa en las 

figuras 29 y 30. De nuevo no pueden compararse medianas por no haber tenido lugar un 

50% de eventos en el grupo de buen pronóstico para ER durante el teimpo de 

observación: la media de supervivencia para las pacientes con receptores positivos 

respecto a negativos es 82,29 (74,37-90,20) vs 60,74 (48,07-73,41) meses. Para PR 

(positivo/negativo; medias): 85,49 (77,47-93,51) vs 61,71 (50,54-72,88) meses. Los 

valores para la prueba de Log Rank son 5,70 (p=0,017) y 8,22 (p=0,004). 
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Figura 28: función de supervivencia de los subgrupos de pacientes con más o menos de 10 ganglios 

afectos. La variable “glcat” toma el valor 3 para más de 10 ganglios y 2 para 10 ó menos. 
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Figura 29: Función de supervivencia para sugrupos determinados por receptor de estrógenos. 
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Figura 30: Función de supervivencia para subgrupos determinados por receptor de progesterona. 

 

 La expresión del HER-2 en tumor (positiva vs negativa) no alcanza 

significación estadística para impacto pronóstico en la recaída o en la muerte. Lo mismo 

ocurre para el grado tumoral (grado 3 vs grado 2 (no hay casos de grado 1 en nuestra 

serie)). No se muestran los datos.  

 

4.2. Correlaciones de variables cuantitativas con el tiempo hasta la recaída o muerte. 

 De todas las variables consideradas (excepto las que atañen a la presencia de 

micrometástasis), las únicas cuantitativas y por tanto susceptibles de ser analizadas con 

el estadístico de Pearson, son el número de ganglios y el tamaño tumoral en 

centímetros. La prueba de Kaplan Meier, más importante que la de Pearson, ha 

resultado significativa para el número de ganglios, por lo que no tiene sentido mostrar el 

estadístico de Pearson. El tamaño tumoral en centímetros, como se verá, presenta 

impacto pronóstico estadísticamente significativo incluso en el modelo multivariante de 
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Cox final que incluye las variables relacionadas con la presencia de micrometástasis, 

por lo que carece de interés en este apartado. 

 

4.3. Tablas de contingencia de variables categóricas y desenlace categórico recaída/no 

recaída o muerte/no muerte. Prueba de Chi cuadrado. 

 Además de las variables categóricas ER y PR, resta por comprobar el impacto 

del grado tumoral, el estado del HER-2 en tumor y la recepción o no de Taxol. Es 

importante mencionar que el grado en este estudio puede utilizarse como categórico 

dado que no hay ninguna paciente cuyo tumor fuera grado 1. Las tablas 13-15 son las 

tablas de contingencia exportadas del SPSS para el evento recaída. Los valores del 

estadístico Chi Cuadrado son  0,111 (p=0,739), 2,71 (p=0,09), 0,195 (p=0,659). Como 

se aprecia, solo la expresión de HER-2 considerada de forma categórica alcanza 

significación estadística “borderline”.  

No se incluyen las tablas de contingencia que relacionan las variables 

comentadas con la variable categórica Muerte, puesto que tanto los valores de la Chi 

Cuadrado y por ende su significación estadística son todavía menores. 
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Tablas 13, 14 y 15: Tablas de contingencia importadas de SPSS  para las variables 

Grado, Expresión del HER-2 y Recepción de Taxol y su relación con la variable 

categórica Recaída. 

 

                                 

Tabla de contingencia

Recuento

15 22 37
17 29 46
32 51 83

0
1

NoRec 
Rec
Total

2 3
Grado

Total

 

 

                                

Tabla de contingencia

Recuento

6 12 18
16 12 28
22 24 46

0
1

No Rec 
Rec
Total

,00 1,00
HERCAT

Total

 

 

                                  

Tabla de contingencia

Recuento

32 5 37
39 8 47
71 13 84

0
1

NoRec 
Rec
Total

0 1
Taxol S/N

Total
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5.-Análisis del impacto pronóstico de la presencia de micrometástasis. 

 

5.1. Pruebas de Kaplan Meier. 

5.1.1. Análisis de supervivencia considerando la presencia de micrometástasis como 

variable categórica. 

 La figuras 31 y 32 muestran las curvas de supervivencia según el método de 

Kaplan Meier dividiendo la serie de pacientes en dos grupos: grupo “0” o sin presencia 

en sangre periférica de tránscritos de los genes a estudio que definen la existencia de 

micrometástasis y grupo “1” en el que existe expresión de cualquiera de ellos. La 

primera figura representa el tiempo hasta la recaída; la segunda, el tiempo hasta el 

fallecimiento. Respecto a la recaída, la mediana de tiempo para el grupo “0” es de 76,56 

(40,47-112,66) meses vs 31,3 (0,49-62,11) para el grupo “1”; p=0,035 para la prueba 

Log Rank. En lo que concierne a tiempo hasta el fallecimiento: no se alcanzó la 

mediana en el grupo “0”, media 78,77 (68,66-89,09) vs 66,66 (55,54-77,78); p (Log 

Rank) = 0,048.  
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Figura 31: Curva de Kaplan Meier para tiempo hasta la recaída en función de la presencia de 

micrometástasis en sangre periférica. 
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Figura 32: Curva de Kaplan Meier para tiempo hasta el fallecimiento en función de la presencia de 

micrometástasis en sangre periférica. 

 

5.1.2. Análisis de supervivencia por cada uno de los genes cuya expresión define 

categóricamente presencia de micrometástasis 

 

 Las figuras 33-37 muestran las funciones de supervivencia de los distintos 

subgrupos considerando los genes del panel cada uno por separado. En cada figura el 

grupo “0” es aquel grupo de pacientes en los que no se encontró expresión del tránscrito 

y el grupo “1” en el que sí. Por orden, son: relación de los genes K 19, HER-2, EGP2 y 

P1B con tiempo a la recaída y P1B con tiempo al fallecimiento. Los valores del test de 

Log Rank son: 1,12 (p=0,2897); 0,43 (p=0,5144); 0,58 (p=0,4474); 5,08 (p=0,0242) y 

3,92 (p=0,0479). Alcanzan valor significativo (p < 0,05) las dos últimas.  
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Figura 33: Curva de Kaplan Meier de tiempo a la recaída en función de la expresión de K19 en sangre 

periférica. 
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Figura 34: Curva de Kaplan Meier de tiempo a la recaída en función de la expresión de HER-2 en sangre 

periférica.  
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Figura 35: Curva de Kaplan Meier de tiempo a la recaída en función de la expresión de EGP2 en sangre 

periférica. 

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

T.Recaída (meses)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

Su
pe

rv
iv

en
ci

a 
ac

um

P1BCat
,00
1,00
,00-censurado
1,00-
censurado

 

Figura 36: Curva de Kaplan Meier de tiempo a la recaída en función de la expresión de P1B en sangre 

periférica.  
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Figura 37: Curva de Kaplan Meier de tiempo a la muerte en función de la expresión de P1B en sangre 

periférica. 

 

5.2. Correlación de los valores cuantitativos de la expresión de cada uno de los genes a 

estudio con tiempo hasta la recaída y la muerte. Correlación de los valores cuantitativos 

de la expresión de cada gen del panel con el resto. 

 

 La tabla 16 muestra la corelación (coeficiente de correlación de Pearson y 

significación estadística bilateral) del valor cuantitativo determinado por RT-PCR para 

los tránscritos P1B, EGP2, HER-2 y K19 con el tiempo en meses tanto a la recaída 

como a la muerte. Se ha excluído el PS2 por tener valor = 0 en todas las 

determinaciones. Asimismo, pueden observarse los coeficientes de correlación de 

Pearson del valor de cada gen con el resto de los genes. Se obtiene p<0,05 para las 

correlaciones del valor de P1B con los meses a recaída y a muerte, del valor de EGP2 

con los meses a recaída y a muerte. Asimismo, existe una correlación con p<0,05 para 

el valor de la expresión de P1B con K19. La figura 38 muestra a modo de ejemplo 
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visual el diagrama de dispersión de la correlación del valor de EGP2 con los meses 

transcurridos por paciente hasta la recaída.  

Tabla 16: Tabla de correlaciones de Pearson importada de SPSS. 

 

          

Correlaciones

-,115 -,046 ,536 -,219 -,204
,343 ,701 ,000 ,045 ,062

-,072 -,002 -,344 -,264
,552 ,987 ,004 ,027

-,053 ,012 ,048
,655 ,918 ,692

-,156 -,199
,192 ,093

C. Pearson
p (bilat.)
C. Pearson
p (bilat.)
C. Pearson
p (bilat.)
C. Pearson
p (bilat.)

P1B

EGP2

HER2

K19

EGP2 HER2 K19
 Meses a
Recaída

Meses a
Muerte
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Figura 38: Diagrama de dispersión de los valores de EGP2 con el tiempo en meses a la recaída por 

paciente.  
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5.3. Impacto de la presencia de micrometástasis en recaída y muerte con independencia 

del tiempo al desenlace. 

 La tabla 17 muestra los valores absolutos de recaída o no recaída en cada 

subgrupo de pacientes definido por la presencia o ausencia de micormetástasis en sangre 

periférica (micrometástasis codificada como “sí” en caso de presencia de expresión en 

sangre periférica de cualquiera de los tránscritos a estudio; codificada como “no” en 

caso contrario). La Odds Ratio de recaída para el grupo con micrometástasis es de 1,49 

respecto al grupo sin micrometástasis. 

  

La tabla 18 muestra los datos superponibles a la tabla 15 pero concernientes a 

fallecimiento o no fallecimiento en función de la presencia o ausencia de 

micrometástasis. La Odds Ratio de muerte es de 1,46 para el grupo con micrometástasis 

respecto al grupo sin micrometástasis. 

 

Tabla 17: Tabla de contingencia para recaída/no recaída en función de presencia 

de micrometástasis 

 Recaída No recaída 

MICRO “SI” 25 13 

MICRO “NO” 18 14 
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Tabla 18: Tabla de contingencia para muerte/no muerte en función de presencia 

de micrometástasis 

 

 Muerte No Muerte 

MICRO “SI” 19 19 

MICRO “NO” 13 19 

 

 

5.4. Impacto global de la presencia de micrometástasis en el tiempo a la recaída y a la 

muerte: análisis multivariante en conjunción con los factores clásicos. Modelo de 

regresión de Cox.   

 

5.4.1. Modelo de Cox considerando la expresión conjunta de todos los genes del panel a 

estudio. 

 Seguidamente se presentan los datos de la influencia temporal en los eventos 

recaída y muerte de los distintos factores a estudio en un modelo multivariante. 

 El modelo incluyó las variables siguientes: edad en años, tamaño tumoral en 

centímetros, presencia/ausencia de ER, presencia/ausencia de PR, número de ganglios 

afectos, recepción o no de Taxol, grado tumoral y presencia/ausencia de 

micrometástasis en sangre periférica. La variable “grado” tiene teóricamente 3 

categorías (1-2-3) y por ello es descompuesta por el programa SPSS en dos variables 

ficticias o polinomios ortogonales categóricos. De cualquier manera puesto que no se 

alcanza significación para dicha variable no se entrará en detalle en la descomposición 

en variables ficticias porque corresponde a un problema de metodología estadística. 
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 La tabla 19 muestra los coeficientes B de la función temporal para recaída, su 

significación estadística y el valor de eB
  o la razón de densidades de incidencia.  

 La tabla 20 utiliza las mismas variables predictoras, pero el desenlace a estudio 

es la muerte, por lo que los valores de eB corresponden a las razones de densidades de 

incidencia de muerte atribuíbles a cada factor.  

 Puede apreciarse como la incidencia de eventos es un 217% y 233% más rápida 

(para recaída y muerte respectivamente) para las pacientes con micrometástasis que para 

las pacientes sin ellas (p<0,05) 

Tabla 19: Modelo de Cox para tiempo a la recaída. 

Variables en la ecuación

,036 ,119 1,037
,147 ,046 1,158

,842
8,758 ,895 6360,650
8,960 ,893 7789,047
-,435 ,427 ,647
-,167 ,732 ,846
,900 ,069 2,459
,775 ,030 2,171
,036 ,157 1,037

Edad (años)
Tam. T (cm)
Grado
Fict.1
Fict.2
ER
PR
Taxol si/no
Micromet. si/no
Num. Gl.

B Sig. Exp(B)

 

 Tabla 20: Modelo de Cox para tiempo a la muerte. 

Variables en la ecuación

,020 ,431 1,020
,104 ,187 1,110

,736
8,335 ,922 4168,242
8,662 ,919 5781,382
-,720 ,245 ,487
-,285 ,626 ,752
,550 ,395 1,733
,847 ,043 2,333
,044 ,119 1,045

Edad (años)
Tam. T (cm)
Grado
Fict. 1
Fict. 2
ER
PR
Taxol si/no
Micromet. si/no
Num. Gl.

B Sig. Exp(B)
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5.4.2. Modelo de Cox considerando la expresión por separado de cada gen del panel a 

estudio. 

 

 En este apartado se presentan las tablas 21 y 22. En ellas se representan los 

coeficientes y sus exponenciales (razón de densidades de incidencia), para recaída y 

muerte respectivamente, para las mismas variables que en el apartado anterior. Sin 

embargo, la presencia categórica de micrometástasis se ha desglosado en los diferentes 

genes cuya expresión la definen.  

 

 

Tabla 21: Modelo de Cox para tiempo a la recaída desglosando la variable 

“micrometástasis”. 
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Tabla 22: Modelo de Cox para tiempo a la muerte desglosando la variable 

“micrometástasis”. 

 

Variables en la ecuación

,040 ,115 1,041
,771

9,655 ,890 15595,885
9,910 ,887 20131,929
,140 ,064 1,150
-,675 ,255 ,509
,162 ,757 1,176
,031 ,270 1,031
1,035 ,053 2,816
,236 ,762 1,267
,197 ,770 1,218
,446 ,233 1,561

.
1,362 ,003 3,904

Edad
Grado
Fict. 1
Fict. 2
Tam T (cm)
ER
PR
Num. Gl.
Taxol si/no
K19 (valor)
HER2 (valor)
EGP2 (valor)
PS2 (valor)
P1B (valor)

B Sig. Exp(B)

 

 

5.4.2. Modelo de Cox separando a las pacientes en riesgo alto o muy alto en función del 

número de ganglios afectos. 

 Se realizó el análisis multivariante de Cox dividiendo a las pacientes en dos 

grupos. En el primer grupo se incluyeron a las pacientes con menos de 10 ganglios 

afectos; en el segundo grupo a las pacientes con 10 ó más. El número de pacientes 

(excluidas las pacientes sin muestra válida y por tanto no pudieron incluírse en el 

análisis multivariante) de cada grupo fue de 12 y 49 respectivamente. La tabla 23 

muestra que la significación y el riesgo de muerte atribuíble a la presencia de 

micrometástasis se conserva en las pacientes de más riesgo. No se alcanzó significación 
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estadística para ningún coeficiente en las pacientes de menos riesgo por lo que los datos 

no se incluyen (sólo 12 casos) 

 

 

Tabla 23: Modelo de Cox en el subgrupo de pacientes de mayor riesgo, 

considerando influencia categórica de presencia de micrometástasis en el tiempo a 

la muerte. 

Variables en la ecuación

,030 ,384 1,030
,088 ,367 1,092

,518
8,310 ,919 4064,685
8,875 ,914 7148,591
-1,330 ,120 ,265
,425 ,608 1,530
,181 ,823 1,199
,884 ,067 2,420
,036 ,369 1,037

Edad
Tam. T (cm)
Grado
Fict. 1
Fict. 2
ER
PR
Taxol si/no
Micromet. si/no
Num. Gl

B Sig. Exp(B)
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6.-Relación de los factores pronósticos clásicos con la presencia de 

micrometástasis en sangre periférica. 

 

6.1. Relación de los factores pronósticos categóricos con la presencia de 

micrometástasis en sangre periférica: tablas de contingencia. 

Las tablas siguientes (24 a 27) muestran los recuentos de presencia/ausencia de 

micrometástasis en función de las distintas variables predoctoras categóricas (grado, 

HER-2, ER y PR) Los valores de la prueba de Chi-cuadrado y sus significaciones 

estadísticas son: 

-Grado: Chi = 1,011 (p=0,603) 

-ER: Chi = 3,25 (p=0,071) 

-PR: Chi = 0,847 (p=0,358) 

-HER-2: Chi = 0,037 (p=0,847) 

 

Tablas 24-27: tablas de contingencia entre los predictores categóricos y la 

presencia o ausencia de micrometástasis. 

Tabla de contingencia

Recuento

11 20
15 22
26 42

No
Si

 Micro
Met

Total

2 3
Grado

Tabla de contingencia

Recuento

16 16
11 27
27 43

No
Si

Micro.Met

Total

NO SI
ER

 

Tabla de contingencia

Recuento

17 15
16 22
33 37

No
Si

Micro.
Met.

Total

No Si
PR

Tabla de contingencia

Recuento

7 8
10 13
17 21

No
Si

Micro.
Met.

Total

No Si
HER-2
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6.2. Relación de los factores pronósticos cuantitativos con la presencia de 

micrometástasis en sangre periférica: regresión logística. 

 La tabla 28 muestra los coeficientes B, su significación y el valor del riesgo 

relativo por cada unidad de incremento en los mismos para la presencia de 

micrometástasis en sangre periférica, obtenidos por un modelo de regresión logística, 

considerando la presencia de micrometástasis como una variable categórica, y edad, 

tamaño tumoral y número de ganglios como variables cuantitativas. Por defecto este 

modelo incluye una constante.  

Tabla 28: relación de factores pronósticos clásicos con la presencia de 

micrometástasis en sangre periférica.  

Variables en la ecuación

-,003 ,910 ,997
,017 ,873 1,017
-,011 ,746 ,989
,380 ,804 1,462

Edad (años)
Tam.T (cm)
Num.Gl.
Constante

B Sig. Exp(B)

 

 

6.3. Relación del factor número de ganglios (cuantitativo) con el valor cuantitativo de 

cada tránscrito en sangre periférica: estadístico de Pearson. 

 

 En la tabla 29 puede observase como tampoco existe asociación entre el número 

de ganglios afectos y la presencia en sangre periférica de los tránscritos analizados. Para 

investigar dicha asociación hemos aplicado la correlación de Pearson, que permite 

relacionar variables cuantitativas  
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Tabla 29: correlaciones entre el número de ganglios y los valores cuantitativos de 

cada tránscrito en sangre periférica. 

Correlaciones

,008 -,077 ,022 ,109

,947 ,519 ,859 ,322
-,053 -,002 ,536
,655 ,987 ,000

-,072 -,046
,552 ,701

-,115
,343

C.Pearson

p(bilat.)

C.Pearson
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VI. Discusión. 

1.- Discusión de la metodología aplicada para la detección de células 

tumorales diseminadas. 

1.1. Micrometástasis y células malignas diseminadas aisladas.   

 Una micrometástasis es un agrupamiento de células malignas con organización 

arquitectural, distorsión microscópica del órgano de asiento, estroma intercelular y 

capacidad angiogénica. Las micrometástasis no son detectables por los métodos clínicos 

ni de imagen convencionales, pero sí por los métodos histopatológicos disponibles. Una 

micrometástasis abandonada a su libre evolución desarrolla enfermedad clínicamente 

evidente en un corto espacio de tiempo, pues una micrometástasis constituye tejido 

tumoral viable. En lo que respecta a cáncer de mama, su papel está definido al menos en 

lo referente a la afectación de los ganglios linfáticos locorregionales: el TNM en su 

sexta versión define metástasis ganglionar como un acúmulo de células malignas 

superior a 0,2 centímetros en un ganglio linfático. Una micrometástasis sería la 

afectación ganglionar de tamaño comprendido entre 0,2 milímetros y 0,2 centímetros, 

con reacción estromal e invasión vascular. [181, 182] El significado pronóstico de 

ambas entidades clínicas en cáncer de mama parece análogo, y hoy por hoy se tratan de 

igual modo. La diferencia es que para detectar las micrometástasis hay que hacer uso de 

técnicas anatomopatológicas más complejas que la habitual microscopía óptica sobre 

secciones teñidas con hematoxilina-eosina; es necesario analizar más secciones de cada 

ganglio linfático para que no pasen desapercibidas. Con técnicas específicas de 

inmunohistoquímica con anticuerpos dirigidos contra la superficie de las células 

tumorales aumentamos la sensibilidad de la técnica. Sin estas técnicas, hay un alto 

riesgo de clasificar como N0 a pacientes con afectación ganglionar micrometastásica y 

aplicarles por tanto un tratamiento subóptimo. [183]  
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No está definido sin embargo el papel de los depósitos celulares más pequeños 

encontrados en localizaciones distantes al tumor primario. Se trata de células aisladas o 

pelotones de pocas células que sólo se detectan por técnicas como la PCR. Estas células 

tumorales aisladas o pequeños pelotones no muestran en general actividad sugerente de 

tumor viable como replicación activa, reacción estromal o invasión vascular. [184] En 

series de autopsias se describen hallazgos de células tumorales aisladas en órganos 

como la médula ósea o el hígado muchos años después de un tratamiento de un tumor 

que posteriormente no recidivó ni causó la muerte del paciente, cuestionando el 

potencial maligno de dichas células tumorales aisladas. [185] Las células tumorales 

aisladas no son micrometástasis, pero algunos estudios retrospectivos que serán 

revisados en los apartados siguientes sugieren, por su impacto pronóstico, que pueden 

ser precursoras de las micrometástasis. Puede que se trate de una afirmación demasiado 

obvia, pero es importante señalar que si las células tumorales aisladas encontradas en 

otros órganos tuvieran por definición potencial metastático, el 100% de los pacientes 

con dicho hallazgo presentaría con el tiempo una recaída clínicamente evidente. La 

realidad es bien distinta, y las tasas de recaídas en pacientes con células tumorales 

aisladas a distancia oscila según series entre el 15%-50%. [186-200] Como se ha 

discutido previamente, el proceso de generación de metástasis es ineficiente y está 

limitado en múltiples puntos, como son la entrada o salida del espacio vascular, la 

capacidad de migrar por el estroma o la posibilidad de emitir estímulos angiogénicos 

una vez haya asentado en un órgano a distancia y constituir así una metástasis. 

Asimismo es importante que dichas células tumorales aisladas tengan capacidad 

replicativa (hoy por hoy se desconocen los estímulos que hacen entrar en mitosis o 

permanecer en estado quiescente a una célula tumoral aislada a distancia). Por todo ello, 

de no tener todas las ventajas fenotípicas mencionadas, una célula tumoral aislada a 
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distancia puede tener un significado espurio y no traducir más que la propia 

inestabilidad tumoral y la ineficiencia de su adhesión célula-célula con la consiguiente 

facilidad para que las células se “suelten” del tumor. Este hecho unido al caos vascular 

(los capilares vasculares tumorales son diferentes a los del tejido sano; las diferencias 

fundamentales son la desorganización, la variabilidad del espacio capilar-célula, el 

aumento de la fenestración, y el hecho de que la pared vascular en algunas zonas está 

constituida no por células endoteliales sino propiamente tumorales; esto lógicamente 

facilita el desprendimiento de las células tumorales al torrente sanguíneo) en el que se 

desarrolla un tumor hace que encontremos probablemente muchas más células 

tumorales aisladas a distancia de las que tienen en realidad potencial de generar una 

micrometástasis. [201] Así, dependiendo del diseño del estudio, se encontrará el 

significado pronóstico real para las células tumorales aisladas o no: lógicamente no es lo 

mismo hacer la búsqueda de células cuando existe un tumor macroscópico que está 

continuamente desprendiendo émbolos tumorales al torrente sanguíneo que después de 

un tratamiento locorregional y sistémico que elimina la práctica totalidad de la masa 

tumoral. 

1.2. Lugar de depósito de células tumorales aisladas. 

Como se ha explicado, el tratamiento adyuvante engloba la mayoría de los 

esfuerzos de la oncología actual, con el objeto de prevenir la recaída a distancia meses o 

años después de un tratamiento locorregional aparentemente curativo. La diseminación 

de células tumorales aisladas y/o la constitución de verdaderas micrometástasis es la 

causa de dicha recaída. Éstas pueden hallarse en diferentes localizaciones según el 

tumor a estudio. Para tumores epiteliales que muestran tendencia a metastatizar en los 

huesos, las células tumorales son frecuentemente detectadas en un aspirado de médula 

ósea. El espacio medular de la cresta ilíaca es un lugar anatómico con un intercambio 
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particularmente intenso de células entre la sangre y el intersticio mesenquimal medular. 

Las células tumorales aisladas se detectan en el tejido hematopoyético incluso en 

tumores que usualmente no metastatizan en el hueso (por ejemplo cáncer de colon), 

indicando que el tejido hematopoyético es un buen lugar para la detección de células 

tumorales. [202] La gran irrigación sanguínea de este compartimiento y la naturaleza 

tisular del mismo le confieren la posibilidad de actuar tanto como “filtro” de células 

como para ser un medio en el que las células tumorales indiferenciadas pueden 

asentarse o sobrevivir. [203-205] Obviamente el órgano diana preferente de 

metastatización sería en principio el órgano preferente para búsqueda y estudio de 

células tumorales aisladas; sin embargo, en cánceres como el de colon se plantea el 

problema ético y práctico de someter a los pacientes a biopsia hepática (órgano que en 

mayor frecuencia es el primer sitio de recaída en esta enfermedad) para estudiar algo 

cuya importancia no está aun demostrada. [206] Afortunadamente en el cáncer de mama 

no ocurre este problema: la médula ósea y el hueso son los órganos preferentes de 

asiento de metástasis; puesto que la médula ósea y la sangre periférica son lugares 

accesibles al estudio, el tejido hematopoyético constituye el órgano de elección.  

El status de afectación ganglionar constituye hoy por hoy el mayor indicador de 

elección de tratamiento adyuvante en cáncer de mama. Los estudios de la presencia de 

células tumorales aisladas en médula ósea comienzan a sugerir que quizá no sea 

suficiente con estudiar los ganglios axilares: existe un trabajo interesantísimo de Gerber 

et al al respecto. [194] Analizan la presencia de células tumorales en la médula ósea en 

484 pacientes con cáncer de mama sin afectación ganglionar y en 70 con afectación de 

un único ganglio. El 37% de las pacientes sin afectación ganglionar tienen evidencia de 

células tumorales en la médula ósea y conforman un subgrupo de peor pronóstico en 

términos de intervalo libre de enfermedad y supervivencia global que el 73% restante de 
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las pacientes sin ganglios afectos y sin afectación medular. También el 37,1% de las 

pacientes con un ganglio afecto, muestran células tumorales en la médula ósea, con 

igual significado pronóstico. Este trabajo sugiere que el cáncer de mama tiene diferentes 

vías de metastatización (linfática y hematógena) y que tal vez analizar sólo los ganglios 

linfáticos infraestadifique a ciertas pacientes que tienen afectación microscópica 

distante medular. Asimismo apoya que el tejido hematopoyético debe ser estudiado 

porque tiene importancia real en el pronóstico a largo plazo.   

Sin embargo el estudio de las células tumorales aisladas en la médula ósea 

plantea 3 problemas respecto al estudio en sangre periférica: 

1) Es preciso obtener una biopsia de cresta ilíaca, procedimiento mucho más 

traumático que una venopunción. 

2) El estudio en médula ósea se basa en criterios morfológicos y por tanto 

subjetivos; no siempre es fácil identificar una célula tumoral y diferenciarla de 

otras formas citológicas inmaduras precursoras de células sanguíneas definitivas. 

[207] La detección de células tumorales en la médula ósea se ha realizado en 

general con medios inmunológicos. Su ejecución  es laboriosa y requiere un 

considerable grado de experiencia para diferenciar las células teñidas 

positivamente de los falsos positivos. Se ha trabajado mucho en estandarizar los 

anticuerpos monoclonales y los métodos utilizados, pero esto no ha llevado a 

una uniformidad de metodología o a reproductibilidad entre diferentes 

laboratorios. Como consecuencia, existe variación entre los hallazgos y las 

conclusiones en la literatura; ninguna técnica se ha adoptado universalmente. 

Existen muchos positivos entre los voluntarios sanos. [192] 

3) Como ya se ha comentado, en la médula ósea existen depósitos celulares 

malignos que pueden permanecer quiescentes durante muchos años o incluso 
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hasta la muerte de la paciente por otras causas. Por tanto aunque se lograran 

identificar, no necesariamente tendrían valor pronóstico. Sería necesario estudiar 

las características genéticas de dichos depósitos para deducir si en un futuro 

podrían “activarse”. [184] 

El valor de las células tumorales en sangre periférica también podría ser 

cuestionable, y la literatura al respecto es muy escasa (será revisada en sucesivos 

párrafos). El principal problema hasta hace pocos años era la sensibilidad de las técnicas 

de estudio. La cuantía de células malignas en sangre periférica es del orden de una por 

105-106 células mononucleadas no malignas. [191] La inmunohistoquímica, que ha sido 

el método tradicional de búsqueda de células tumorales aisladas, no alcanza tal 

sensibilidad. La PCR supera esta dificultad. Un claro ejemplo del aumento de la 

sensibilidad conseguido con la PCR respecto a la inmunohistoquímica lo encontramos 

en el trabajo de Schoenfeld et al [208]: en la sangre de 78 pacientes buscan la expresión 

de citoqueratina K-19 con ambas técnicas, tanto en muestras de sangre periférica como 

en la médula ósea. Aplicando inmunohistoquímica obtienen resultado positivo en el 5% 

y 22% en sangre periférica y en médula ósea. Cuando la detección se hace con PCR los 

porcentajes aumentan al 25% y 35% respectivamente. Con respecto a si las células 

circulantes en sangre periférica tienen valor pronóstico o no, parece posible que su 

presencia meses después del tratamiento locorregional traduzca la existencia de tumor 

activo oculto a distancia (ver apartado 1.6.)  

 

1.3. Detección de células tumorales mamarias aisladas diseminadas.  

1.3.1. Citoqueratinas.  

 Todas las células del cuerpo humano tienen el mismo genoma. Sin embargo, 

cada célula expresa sólo una parte de los genes del genoma. Ello explica las diferencias 
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morfofuncionales entre los distintos tipos de células. Al hablar de “expresión” nos 

estamos refiriendo al hecho de que para un determinado gen (DNA) se sintetice su 

mRNA complementario y se ponga en marcha la maquinaria de síntesis de la proteína 

codificada por ese gen. Estudiando los mRNA presentes en una célula, sabemos qué 

genes están expresados y qué genes reprimidos en ella.  

El detectar en sangre periférica mRNA de genes que se transcriben en células de 

cáncer de mama que a su vez no se expresan en el tejido hematopoyético implicaría que 

en la sangre existen células tumorales diseminadas. 

No existe un gen que se exprese en todas las células tumorales mamarias, en 

todo momento, y que no se exprese en tejido hematopoyético o en tejidos normales. Por 

ello un punto clave es elegir como genes candidatos para la búsqueda de células 

tumorales genes que se expresen en un alto porcentaje de las células tumorales 

mamarias metastásicas y no (o en escasísima cuantía) en el tejido hemático.  

Las células de cáncer de mama son de origen epitelial; la sangre es de origen 

mesenquimal. Un gran porcentaje del citoplasma de las células (tanto normales como 

malignizadas) de los vertebrados está representado por componentes del citoesqueleto, 

incluyendo microfilamentos de actina, microtúbulos de tubulina y filamentos 

intermedios. Cada una de estas estructuras está compuesta por subunidades proteicas de 

menor tamaño procedentes de la transcripción de genes de una familia multigénica; las 

subunidades de las estructuras de los filamentos del citoesqueleto son diferentes de unas 

estirpes celulares a otras. Las mayores diferencias observadas corresponden a la 

composición de los filamentos intermedios. Aunque morfológicamente los filamentos 

intermedios de cada tipo celular parecen iguales, criterios inmunológicos y bioquímicos 

nos ayudan a diferenciar al menos 5 tipos de filamentos intermedios, cada uno con 

múltiples subtipos: en primer lugar, células que contienen proteínas “similares a la 
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queratina” o “citoqueratinas”, que son características de las células epiteliales; en 

segundo lugar, filamentos de vimentina, que se encuentran en células de origen 

mesenquimal, astrocitos, células de Sertoly, células del músculo liso vascular y en 

líneas celulares en cultivo; en tercer lugar, filamentos de desmina, típicos de las células 

miogénicas. En cuarto lugar, encontramos los neurofilamentos, correspondientes a las 

células neuronales, y, por último, los filamentos gliales, hallados en los astrocitos. [209, 

210] A lo largo de la transformación celular y desarrollo tumoral, la estructura de estos 

filamentos intermedios está altamente conservada. [211-215] 

Los carcinomas pueden ser identificados al microscopio mediante 

iunmunohistoquímica en secciones congeladas de biopsia. La clasificación de los 

tumores mediante los subtipos específicos de filamentos intermedios se ha probado muy 

valiosa en el diagnóstico anatomopatológico clínico. Schlegel et al [216], Gabbiani et al 

[217] y Ramaekers et al [218] fueron los primeros en aprovechar las diferencias en los 

filamentos intermedios entre los tejidos tumorales y los tejidos circundantes; usando 

anticuerpos específicos contra dichos filamentos, marcados con peroxidasa y posterior 

adición de un fluorocromo, catalogaron los patrones de filamentos intermedios de 

distintos tipos de tumores y comprobaron la similitud respecto a la estirpe tisular de 

origen; con esta aportación se revolucionó el diagnóstico anatomopatológico, ganando 

en sensibilidad (posibilidad de detectar células malignas que no se aprecian con 

microscopía simple) y especificidad (posibilidad de filiar el origen de una metástasis 

tumoral de la que no se encuentra el tumor primario por métodos de imagen o tumor de 

origen desconocido)  

En los casos examinados en la literatura médica, la presencia de tinción positiva 

para citoqueratinas se correlaciona con la ausencia de tinción para vicentina. [219-222] 

Asimismo, existe reacción positiva para vimentina en el componente estromal de los 
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tumores epiteliales. [223] Los carcinomas derivados de la glándula mamaria contienen 

queratinas 7, 8, 18 y 19. [223] La comparación entre la estructura de las citoqueratinas 

del tumor y del epitelio de origen también ha revelado un alto grado de similitud. [223, 

224] 

De este modo, la detección de citoqueratinas 7, 8, 18, o 19 en sangre periférica o 

en médula ósea en pacientes con un cáncer de mama sólo se podría explicar por la 

presencia de células tumorales diseminadas; ni siquiera la contaminación por células de 

la epidermis del tejido a analizar en el momento de la venopunción o biopsia de médula 

ósea justificaría este hallazgo, porque el patrón de citoqueratinas que expresa la 

epidermis es distinta al de las células tumorales mamarias.  

 

1.3.2. Problemas relacionados con el hecho de detectar células tumorales mamarias 

diseminadas sólo mediante citoqueratinas: necesidad de utilizar más genes como diana. 

 

La inmensa mayoría de trabajos en los que se intenta detectar las células 

tumorales diseminadas de cáncer de mama fueron llevados a cabo únicamente 

utilizando las citoqueratinas como diana. [189, 192, 193, 196-198, 225-233]  

Nosotros procedimos del mismo modo y asumimos que todas las pacientes que 

tuvieran células tumorales diseminadas de su cáncer de mama iban a poder ser 

detectadas buscando sólo la expresión de citoqueratinas. Sin embargo, sólo en el 4.7% 

de las pacientes detectamos expresión de mRNA de citoqueratinas en sangre periférica. 

Teniendo en cuenta que un 53% de las pacientes recayeron de su enfermedad 

posteriormente, resultaba claro que no estábamos detectando las micrometástasis. 

Las células de cáncer de mama en su proceso de producción de metástasis sufren 

un proceso denominado “transición epitelio-mesénquima”: para abandonar el lecho 
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tumoral y pasar a sangre periférica, y para conseguir extravasarse de nuevo y migrar en 

tejidos distantes, precisan de una serie de ventajas fenotípicas que ya se han revisado. 

(Introducción, apartado 2.4)  Para ello, han de perder su fenotipo epitelial y 

transformarse en células con rasgos mesenquimatosos. Uno de los eventos que tiene 

lugar es el cambio de las proteínas que constituyen su citoesqueleto (en general las 

células epiteliales tienen unos filamentos en su esqueleto que no permiten la motilidad; 

por el contrario los filamentos de vimentina presentes en las células de estirpe 

mesenquimal sí la permiten). Si bien esta observación se conoce desde hace años, la 

primera demostración clínica en cáncer de mama vino dada por Thomas et al [234] en 

1999: sobre 54 bloques de parafina de tumor primario de cáncer de mama analizan la 

presencia de filamentos tanto de citoqueratinas como de vimentina. Posteriormente 

relacionan la expresión de los filamentos con el pronóstico. Observan el pronóstico es 

peor para las pacientes a medida que en el tumor va disminuyendo la cantidad de 

citoqueratinas y apareciendo la expresión aberrante de vimentina. Fuchs et al [235] 

asimismo comprobaron en 80 carcinomas y en seis líneas celulares de cáncer de mama 

habitualmente utilizadas en investigación que la desaparición de las citoqueratinas tenía 

lugar en el 75% de los casos; además, en el 21% de los casos los tumores expresaban 

vimentina.  

Estos dos trabajos sólo sugieren que la transición epitelio-mesénquima puede 

producirse y ser relevante a nivel clínico (sólo llevan a cabo el análisis en el tumor 

primario y lo correlacionan con el pronóstico). Pero existen tres trabajos recientes y 

muy interesantes que parecen comprobar que dicha transición es necesaria para el 

proceso de generación de metástasis. El primero de ellos está realizado con líneas 

celulares. Zajchowski et al [236] aplican la tecnología de los Micro-Arrays de c-DNA 

en su estudio. A grandes rasgos consiste en lo siguiente: primero se extrae el m-RNA de 
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las células tumorales a estudio. Luego se sintetiza su DNA complementario (c-DNA). 

Posteriormente, se introduce el c-DNA en un recipiente llamado “Chip” que contiene 

25000 pocillos, cada uno de ellos con oligonucleótidos o “primers” complementarios 

para una región determinada del genoma. En el siguiente paso se deja el Chip en las 

condiciones térmicas de hibridación; en este paso los c-DNA sintetizados se unen 

(“hibridación”) a las secuencias complementarias localizadas en los pocillos. Las 

secuencias de nucleótidos llevan unidos fluoróforos; en función de la cantidad de 

moléculas de c-DNA que haya complementarias al DNA que haya en cada pocillo, 

dicho pocillo se tiñe de rojo (sobreexpresión respecto a la referencia) o de verde 

(expresión por debajo de la referencia). Si comparamos el perfil de expresión en los 

25000 pocillos para, por ejemplo, 100 muestras de cáncer de mama, y 100 muestras de 

tejido mamario normal, (este proceso lo lleva a cabo un programa informático), 

podemos saber qué regiones del genoma se encuentran amplificadas o silenciadas en el 

cáncer de mama respecto al tejido mamario normal. Puede realizarse el tipo de 

comparación que queramos; sólo es necesario obtener las muestras adecuadas (por 

ejemplo, parece poco viable saber cómo difiere la expresión génica de las metástasis 

respecto a los tumores primarios; requeriría biopsiar múltiples lugares anatómicamente 

inaccesibles o éticamente cuestionables a un número importante de pacientes) Es 

interesante recordar que no se conoce la función de todas las regiones del genoma; y de 

muchas regiones, se conoce el gen que codifica pero no su función concreta, de ahí la 

dificultad de la interpretación de los Micro-Arrays. Esta técnica requiere un soporte 

informático muy avanzado y cuesta alrededor de 2000 euros por muestra. Zajchowski et 

al [237] analizan y comparan la expresión génica de líneas celulares de cáncer de mama 

muy invasivas frente a la de líneas celulares que no son capaces de generar metástasis. 

Encuentran que la citoqueratina K-19 está sobreexpresada en las células incapaces de 
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generar metástasis, y que en las muy invasivas prácticamente no existe esta expresión; 

por el contrario tienen altos niveles de vimentina. Posteriormente, ya en un experimento 

clínico, Woelfle et al en  su trabajo estudian el perfil de expresión de cánceres de mama 

con metástasis en médula ósea y lo comparan con el perfil de expresión de cánceres de 

mama sin metástasis. Encuentran que el perfil de expresión difiere considerablemente 

en 86 genes. Uno de ellos es la citoqueratina K-19; la expresión es 4 veces menor en los 

que presentan metástasis, sugiriendo que la desaparición de las queratinas tiene lugar en 

el proceso de génesis de metástasis. En el tercer trabajo, realizado por los mismos 

investigadores que el anterior y publicado al año siguiente, confirman la importancia de 

la eliminación de expresión de las citoqueratinas en el tumor para que se produzcan las 

metástasis, demostrando que la presencia de citoqueratinas en el tumor primario 

suprime la progresión del mismo. [238] 

La prueba de que trabajar con citoqueratinas detecta sólo un pequeño porcentaje 

de las células tumorales circulantes viene dada por los resultados de otros trabajos en 

los que se buscan células tumorales en pacientes con metástasis activas: por definición 

estas pacientes tienen células circulantes en el 100% de los casos. Sin embargo, los 

trabajos de Slade et al [239], Fetsch et al [240] y Kahn et al [241], sólo encuentran 

células circulantes (utilizando las citoqueratinas) en un porcentaje del 13-40% de las 

pacientes que tienen un cáncer de mama con metástasis activas en el momento del 

análisis.  

 Sin embargo, como se ha mencionado, la mayoría de los trabajos han utilizado 

las citoqueratinas como gen diana para la detección de células tumorales de origen 

epitelial en el seno de un tejido mesenquimal como es la sangre. No nos parecía lógico 

deshechar esta aproximación sin compararla con otras alternativas, por lo que desde el 
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principio asumimos que la búsqueda de células tumorales debía hacerse además de 

usando otros genes como diana, las citoqueratinas.  

 La citoqueratina elegida fue la K-19 por dos razones: primero que el resto de los 

trabajos existentes la habían utilizado también (y la mayoría de ellos como único gen 

diana); el primer paso a la hora de diseñar un experimento es la coherencia científica 

con los conocimientos que hay sobre el tema en ese momento. Segundo, que los 

estudios que comparan la expresión de unas citoqueratinas con otras y el pronóstico del 

cáncer de mama, demuestran que aquéllas que expresan la K-19 son más agresivas que 

las que expresan otras citoqueratinas. [243, 244] En ambos trabajos Schaller demuestra 

que la tasa de metástasis y mortalidad para las pacientes cuyos tumores expresan 

citoqueratina K-18 es del 4,5%, en contraste con un 44,6% para aquéllas cuyos tumores 

expresan otras citoqueratinas.  Por ello, es más probable detectar células tumorales 

circulantes buscando un gen asociado a células que metastatizan que buscando un gen 

asociado a tumores mamarios de buen pronóstico como la K-8 o la K-18 (aunque como 

se ha explicado, las células que más probablemente encontremos en la sangre periférica 

sean aquéllas que no expresan ningún tipo de citoqueratinas) 

 No obstante, y por todo lo explicado, nos vimos obligados a utilizar más genes 

como diana de detección 

 

1.3.3. HER-2, EGP2, PS2 y P1B. 

 La vimentina no es un gen que sirva como diana para detectar células tumorales 

aisladas diseminadas de cáncer de mama: recordemos que para aseverar que en la 

muestra que analizamos hay una célula tumoral mamaria en virtud de la expresión de m-

RNA que encontramos, es preciso que el gen candidato se exprese en las células 

tumorales pero no en el resto del tejido de la muestra. Todas las células de la sangre 
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tienen filamentos de vimentina; por ello, encontríamos vimentina en todas las muestras 

y no habría manera de distinguir si procede de células sanguíneas o tumorales.  

 En la revisión realizada sobre el HER-2 (Introducción, apartado 3.2.1) hemos 

mencionado que la expresión de dicho gen no tiene lugar en tejido hematopoyético. La 

detección de copias de m-RNA en las muestras de sangre tiene que traducir 

forzosamente la presencia de células mamarias. Por ello fue el segundo gen escogido 

para nuestro trabajo. No obstante, el HER-2 sólo se expresa en un 30-40% de los 

tumores mamarios, y, si bien existe una selección positiva en las metástasis (son las 

células HER-2 positivas las que con más probabilidades van a metastatizar; en general 

el porcentaje de positividad de HER-2 en las metástasis es alrededor del 50-65% como 

ya se ha comentado), está lejos de ser el gen ideal (el gen candidato perfecto sería aquél 

que se expresase en todas las células de cáncer de mama y en ninguna célula sanguínea, 

pero dicho gen no existe). Por otra parte, su análisis puede aportar datos importantes 

sobre la sensibilidad a la quimioterapia de las células circulantes: se ha revisado la 

importancia del HER-2 como factor de resistencia a fármacos. Asimismo, el trabajo de 

Rodenhuis sobre HDCT demuestra que las pacientes HER-2 positivas prácticamente no 

tienen beneficio derivado del aumento de dosis de los citotóxicos. Es por ello 

interesante valorar los diferentes desenlaces clínicos en virtud de que las células 

circulantes sean HER-2 positivas o no. 

 Sin embargo, tras realizar el análisis de expresión en sangre periférica de HER-

2, los resultados fueron desalentadores. De las pacientes con muestras válidas, sólo el 

9,7% expresaba HER-2 en cuantía detectable en sangre periférica. De nuevo parecía 

confirmarse que estábamos trabajando con un gen que no expresaba la presencia de 

micrometástasis, ya que el 9,7% estaba muy lejos del porcentaje total de recaídas 

superior al 50%. Tampoco el uso combinado de K19 y HER-2 mostraba ningún valor 
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predictivo (la razón de considerarlos combinadamente es que de esta manera se aumenta 

el poder de detección; no todas las células tumorales tienen porqué expresar los mismos 

genes, pero buscando la expresión de distintos genes que sólo se expresen en células 

tumorales aumentan las posibilidades de detección respecto a buscar uno sólo). Como se 

aprecia en las figuras 33 y 34 que reproducimos aquí de nuevo, la relación de la 

expresión de K19 o HER-2 en sangre periférica con los desenlaces a estudio parece 

espuria. También puede consultarse la tabla 20, en la que al “atomizar” la variable 

“micrometástasis” en los diferentes genes que hacen que las detectemos, se aprecia que 

en concreto la relación de la K19 o el HER-2 en sangre periférica con la función de 

supervivencia de Cox son completamente carentes de significación estadística (p=0.746 

y 0.948 respectivamente) 
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Figura 33 y 34: Curva de Kaplan Meier de tiempo a la recaída en función de la expresión de K19  y 

HER-2 en sangre periférica.  

 De esta manera, fue necesario buscar más genes en sangre periférica que 

detectasen la presencia de células tumorales en sangre periférica o micrometástasis 

ocultas que estuvieran ya soltando células tumorales a la sangre. El presupuesto 

disponible no permitió hacer un análisis por Micro-Arrays en el que se comparasen la 

expresión génica de diversas líneas celulares de cáncer de mama con tejido 

hematopoyético, pero sí utilizar genes expresados diferencialmente en cáncer de mama 

respecto a la sangre hallados por otros investigadores. Bosma et al [178] en el año 2002 
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publicaron un trabajo en  que por análisis seriado de expresión génica detectaron tres 

genes que se expresan en células de cáncer de mama y no en tejido hemopoyético El 

análisis seriado de expresión génica (“Serial analisis of gene expresion”, SAGE) es una 

técnica de análisis masivo de expresión similar a los Micro-Arrays (si bien por razones 

que desconocemos no cuenta con la misma popularidad). De cualquier manera, en toda 

la literatura médica no hemos encontrado ningún trabajo que haya hecho lo mismo por 

la técnica de Micro-Arrays. La técnica y el experimento básicamente consisten en: 

-SAGE: inicialmente hay que sintetizar todo el c-DNA complementario al m-

RNA presente en las muestras a estudio (en este caso, se sintetizó el c-DNA 

complementario al m-RNA de 36 muestras de médula ósea, de 3 muestras de sangre 

periférica, y de 12 muestras de cáncer de mama. Posteriormente, se aíslan fragmentos de 

11 pares de bases distribuidos a lo largo del genoma (entre 10000 y 30000). Por último, 

se comprueban las coincidencias de las secuencias de los c-DNA con los 

oligonucleótidos de 11 pares de bases. El número de coincidencias que ocurran es 

proporcional al número de tránscritos que existen en la célula complementarios a la 

secuencia que contiene el fragmento de 11 pares de bases concreto. Únicamente hay que 

localizar en qué lugar del genoma está dicho fragmento de 11 pares de bases (estos 

últimos pasos los lleva a cabo un programa informático). Puede apreciarse que el 

fundamento es muy similar al de los Micro-Arrays, sólo que su análisis no puede ser 

“visual”, al no existir pocillos con diferentes colores en función de la cantidad de 

fluoróforo. 

-El experimento de Bosma et al consistió en definir los genes que presentaban 

expresión diferencial en cáncer de mama respecto a sangre en un primer paso. 

Establecen el punto de corte de número de coincidencias (o “matches”) en 6 como 

significativo (quiere decir que los c-DNA que presentaran más de 6 matches  
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corresponden a m-RNA con abundante expresión. De los miles de fragmentos de 11 

pares de bases seleccionados, 3027 fueron específicos de cáncer de mama respecto a 

sangre o a médula ósea (esto es obvio que no se corresponde a 3027 genes; puede haber 

varios fragmentos de 11 pares de bases que correspondan a un solo gen; por tanto es 

probable que el perfil de expresión de las células de cáncer de mama sólo difiera en 100 

ó 200 genes respecto al tejido hemopoyético). De los 3027 fragmentos, 20 tuvieron más 

de 6 matches. Estos 20 fragmentos correspondían a 15 genes conocidos. Así que esos 15 

genes fueron seleccionados como dianas para detección de células tumorales circulantes 

en sangre en función de su expresión génica diferencial.  

La segunda parte del experimento consistió en detectar las células tumorales 

circulantes en 102 pacientes con cáncer de mama activo metastático usando estos genes. 

Finalmente encuentran que los genes más rentables para buscar células circulantes 

tumorales de cáncer de mama son el P1B, PS2 y el EGP2 (también usan la K19 por 

coherencia con los trabajos existentes hasta el momento). Los dos primeros son 

proteínas secretoras de membrana probablemente relacionados con funciones 

inmunológicas y el tercero es una glicoproteína de membrana expresada con mucha 

frecuencia en adenocarcinomas.  

Como hemos mencionado, es el único trabajo que hemos encontrado que aplica 

un análisis masivo de expresión génica para diferenciar en qué genes se diferencia el 

perfil de expresión de las células tumorales de las sanguíneas, sin embargo no está 

exento de aspectos cuestionables. El problema fundamental es el Gold Standard que 

utilizan para afirmar que han encontrado células tumorales circulantes. Los resultados 

obtenidos con el panel de genes por PCR son cotejados después con un análisis por 

inmunohistoquímica de la fracción mononucleada de la sangre. Las muestras de sangre 

que tienen células tumorales detectadas por IHQ se califican como positivas, y las 
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demás como negativas. De esta manera, puede haber un número importante de falsos 

negativos. Así, en función de las cantidades de cada tránscrito detectadas por RT-PCR, 

generan un modelo de regresión logística cuadrática (con coeficientes de segundo 

orden), en el que se da un punto de corte de cantidades de tránscrito a partir del cual sus 

valores identifican que existen células identificadas por IHQ. En un segundo trabajo el 

mismo grupo utiliza esta ecuación (ya no la IHQ) en una nueva cohorte de 89 pacientes 

con cáncer de mama activo. Hacen un análisis de supervivencia en el que se dividen en 

dos grupos a las pacientes: aquéllas cuya ecuación arroja un valor de “1” (equivale a 

decir que tendrían células circulantes visibles por IHQ) y aquéllas cuya ecuación resulta 

“0”. Las del grupo “1” tuvieron una supervivencia significativamente menor. [244]  

Es obvio que de estos dos trabajos lo que se puede desprender es que con la 

complicada ecuación (que no reproducimos aquí por dos razones: la primera porque 

estos investigadores usaron un gen de referencia distinto a GUS y por tanto los valores 

relativos para cada tránscrito obtenidos por nosotros no serían aplicables a su ecuación, 

y la segunda porque es una ecuación con 16 términos de los cuales 12 son de segundo 

orden o superior y carece de interpretación práctica) que manejan, identifican un grupo 

de pacientes que tienen una carga tumoral tal que puede ser identificada incluso con 

IHQ. No es de extrañar por tanto que las pacientes con valor positivo vivan menos 

tiempo. De hecho, todas las pacientes con tumor activo deberían de tener, al menos a 

nivel teórico y en mayor o menor cuantía, células tumorales en el torrente sanguíneo. 

Sin embargo, lo verdaderamente útil para nosotros (sobre todo ante la ausencia de otros 

trabajos que hayan realizado un análisis diferencial) fue la identificación de 3 genes más 

cuya expresión es elevada y muy constante en células de cáncer de mama y escasa o 

nula en tejido sanguíneo. Por ello, procedimos a su detección por RT-PCR. Como se 

aprecia en el apartado de Resultados y en la discusión sucesiva, fue gracias a la 
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detección de la expresión de estos genes que pudimos obtener datos positivos. Es claro 

que la ecuación utilizada por Bosma et al carece de interpretación práctica en este 

estudio: en primer lugar, nuestras pacientes no tenían enfermedad activa; en segundo 

lugar, los objetivos de nuestro trabajo son distintos: no buscamos unas “cifras” de 

valores de tránscritos que combinadas en un modelo matemático se correspondan con 

un Gold Standard, porque, entre otras cosas, no existe. Lo “único” (y en nuestra opinión 

de gran relevancia práctica) que tenemos para cotejar si las pacientes que presentan 

expresión de dichos tránscritos en sangre presentan células tumorales circulantes o 

micrometástasis ocultas en algún lugar del organismo micrometástasis que están ya 

soltando células al torrente sanguíneo, es el perfil de recaída y muerte de las pacientes 

en el tiempo de observación.  

 En resumen, el planteamiento finalmente elegido por nosotros para detectar las 

células tumorales aisladas en sangre periférica fue la RT-PCR de los genes K-19, HER-

2, EGP-2, P1B y PS2. De esta manera, al menos a priori, se minimiza el número de 

falsos negativos. Se ha comentado en Resultados que el 45,7% de las pacientes 

presentaron expresión de alguno de los tránscritos, y que en dicho grupo de pacientes, el 

66% de ellas recayeron en algún momento del seguimiento.  
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2.- Conceptos relativos al gen de referencia y a la cuantificación de 

tránscritos de m-RNA. 

 

2.1. Elección del gen de referencia. 

 La cuantificación del número de copias del tránscrito analizado (K-19, HER-2, 

EGP-2, PS2 y P1B en nuestro caso) se expresa de manera relativa respecto a un gen de 

referencia (ver apartado siguiente). 

 Los cálculos de cuantificación de copias obtenidas con RT-PCR se desarrollaron 

inicialmente para medir la enfermedad mínima residual en enfermedades hematológicas 

malignas como por ejemplo las leucemias agudas o la leucemia mieloide crónica. Así, el 

primer criterio que se incluyó para la elección de un gen de referencia fue que dicho gen 

no debía de hallarse en un cromosoma alterado en dicha enfermedad (con mucha 

frecuencia en las enfermedades hematológicas malignas se presenta una translocación o 

una pérdida/ganancia cromosómica específica y característica; si el gen de referencia se 

halla en dicho cromosoma se corre el riesgo de que los resultados de cuantificación no 

sean válidos). 

 Por otra parte, la expresión del gen de referencia debe de ser similar entre 

distintos tipos celulares y además permanecer estable en diferentes condiciones: si el 

gen está relacionado (por ejemplo) con el ciclo celular, su valor será muy variable. A 

modo de ejemplo, en nuestro experimento, las pacientes habían recibido G-CSF dos 

veces al día durante al menos 7 días antes de la recolección de sangre periférica. Por 

ello, las células sanguíneas presentes en sangre periférica mostrarían una fracción de 

replicación superior a la habitual. Si el gen de referencia estuviera relacionado con la 
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replicación, la cuantificación de los tránscritos buscados respecto a este gen de 

referencia arrojaría resultados anormalmente bajos.  

 Además, su estabilidad y su tasa de expresión deben de ser al menos iguales a 

las de los tránscritos analizados.  

 Existe un problema frecuente que no debe de ser pasado por alto a la hora de 

diseñar el cebador para el gen de referencia: no es raro que la muestra de RNA contenga 

contaminación por DNA genómico. Hay que asegurarse de que el cebador es específico 

de c-DNA, para evitar artefactos en la supuesta tasa de expresión del gen de referencia y 

atribuir a expresión de dicho gen lo que en realidad es presencia de DNA genómico. 

 Los genes candidatos a gen de referencia están ampliamente estudiados para las 

hemopatías malignas; en ellas, las condiciones del medio extracelular la presencia de 

estímulos extracelulares que pueden alterar el perfil y la tasa de expresión génica de las 

células normales son muy extremas en relación a la sangre de pacientes sin tumores 

hematológicos. Además, la expresión de los tránscritos a estudio para enfermedad 

mínima residual suele ser muy elevada. Por ello, los genes que son válidos en esta 

situación, lo son en general para cualquier otro tipo de estudio en sangre periférica. Por 

ejemplo, en nuestro experimento, lo único alterado respecto a la sangre de pacientes 

sanos es la administración de G-CSF; por lo demás la expresión de los tránscritos a 

estudio debería de ser muy baja o nula, con lo que es sencillo que el gen de referencia 

cumpla también la característica de estar expresado en mayor cantidad que los genes a 

estudio. Se ha comentado en la sección Material y Métodos la publicación de 

Pallisgaard et al [180] respecto a la idoneidad de diversos genes candidatos a gen de 

referencia, cumpliendo los 3 mencionados las características ideales comentadas en este 

apartado. Como se ha explicado en la sección de Material y Métodos, el utilizado por 

nosotros de los tres candidatos fue la GUS. La utilidad del gen de referencia es doble: 
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por un lado identifica qué muestras no son válidas para el análisis y por otro, es un dato 

indispensable para la fórmula de cuantificación.  

2.2. Cuantificación relativa del número de copias de los tránscritos a estudio. Utilidad 

de la sensibilidad de la RT-PCR. 

La transcipción reversa seguida de PCR es la técnica de elección para analizar la 

expresión de mRNA. La PCR en tiempo real es muy sensible y permite la cuantificación 

de tránscritos raros y detectar cambios pequeños en la expresión de los mismos. El 

método de cuantificación depende del gen a estudio, de la cantidad esperada de mRNA 

y del grado de exactitud requerido. Existen dos modos de fundamentales de 

cuantificación en RT-PCR: cuantificación relativa (número de copias presentes del 

tránscrito a estudio por copia del gen de referencia en cada muestra) o cuantificación 

absoluta. Michael W. Ptaffl hace una excelente revisión al respecto publicada en  el año 

2001 en la revista Nucleic Acids Research. [245] La cuantificación “absoluta” no es 

realmente absoluta; se basa en una curva de calibración externa respecto a un control 

positivo del gen a estudio. Los genes elegidos como referencia en la cuantificación 

relativa presentan una expresión más estable y existe más consenso al respecto que con 

los controles positivos. A modo de ejemplo, en nuestro estudio, existirían diversas 

formas de realizar la cuantificación “absoluta” sin existir acuerdo hoy por hoy de cuál es 

la adecuada: habría que obtener primero una muestra en la que sabemos que existe 

expresión del gen a estudio. De esa muestra habría que obtener diluciones seriadas de 

10 en 10. Respecto a una de estas diluciones podría expresarse el número de copias en 

la muestra a estudio por número de copias del gen a estudio en la muestra control 

positivo. No existe consenso ni sobre qué tipo de muestra debe ser el control positivo 

(por ejemplo, podría usarse sangre de pacientes enfermos (en los que hipotéticamente 

existen células circulantes que pueden expresar el tránscrito a estudio) o bien una línea 
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celular pura que supiéramos que expresa dicho gen: la concentración de mRNA del gen 

será mucho mayor en las diluciones realizadas con la línea celular pura que en las 

diluciones de sangre periférica de pacientes enfermos). Tampoco existe consenso sobre 

qué dilución (1/100, 1/1000,…) debe ser tomada como la de referencia. Por último, la 

expresión del gen a estudio no tiene porque ser constante: aun en el caso de que 

existiera consenso del tipo de muestra que debe ser tomada como referencia (por 

ejemplo, línea celular), no está claro que el nivel de expresión del gen a estudio sea la 

misma en las células de la muestra que estamos estudiando que en las células de la línea 

celular. Asimismo, utilizar este método implicaría validar un control distinto para cada 

producto a estudio (no conviene olvidar que en el genoma se han caracterizado más de 

30000 genes). Así, la realización de la PCR en controles positivos y el cálculo de 

sensibilidad en nuestro experimento carece de interés salvo para comprobar que la PCR 

se desarrolla correctamente. 

Por todo ello, la cuantificación relativa respecto a un gen considerado estable fue 

el procedimiento de elección en nuestro caso. La GUS se expresa en todas las células, y 

su nivel de expresión es similar entre unas muestras y otras. Por ello, el número de 

copias del tránscrito a estudio respecto al mRNA de GUS presente en cada muestra es 

un dato mucho más fiable que si realizáramos cuantificación “absoluta”. La 

cuantificación relativa salva un problema que la cuantificación “absoluta” no puede 

resolver: como se ha mencionado, el mRNA presente en las muestras de sangre 

congeladas se degrada con el tiempo. Esta degradación sucede al azar (todas las 

moléculas de mRNA, sean del tránscrito que sean, tienen la misma posibilidad de 

degradarse). Las muestras que no muestran fluorescencia específica para el gen de 

referencia en el ciclo 29 (en otras palabras, su Ct es en el ciclo 29) se deshechan porque 

no se puede asumir que exista suficiente mRNA para realizar estudios fiables. Sin 
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embargo, hay muestras en las que el Ct es 25 y otras en las que es 28,5. Eso quiere decir 

que (si la eficiencia (número de copias al final del ciclo/número de copias al principio 

del ciclo) de cada ciclo es 2) en la primera muestra existe 2^3,5=11,3 veces más de 

mRNA que en la segunda. Durante la fase logarítmica de la PCR la amplificación es: 

 

Tn = T0 * En

 

Donde T es la cantidad de la secuencia en el ciclo n, T0 es la cantidad en el ciclo 

0; E es la eficiencia (máxima es 2, se dobla, y mínima es 1, no hay amplificación) 

 Si la cuantificación se realizara de modo absoluto, la muestra segunda 

engañosamente parecería que tiene menos cantidad de tránscritos del gen a estudio (11,3 

veces menos) que la primera, cuando en realidad el número de copias respecto al gen 

control podría ser mayor y por tanto existir más células tumorales circulantes por célula 

normal en la segunda. En realidad esa infracuantificación se debería simplemente a la 

diferente cantidad de mRNA total presente entre las distintas muestras. Realizar 

cuantificaciones absolutas podría sesgar los resultados: imaginemos que la posibilidad 

de recaída está relacionada directamente con la tasa de contaminación por células 

tumorales circulantes y que la paciente de la segunda muestra recae antes que la 

paciente de la primera muestra del ejemplo: la cuantificación relativa arrojaría un dato 

coherente con el resultado real, mientras que la “absoluta” daría un resultado 

completamente opuesto. Otros inconvenientes de la cuantificación “absoluta” son que la 

eficiencia de la amplificación ha de ser confirmada para el control y el gen diana y ha de 

ser idéntica; por otra parte, la generación de material control consume mucho tiempo y 
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ha de ser cuantificada minuciosamente. Por último, ha de realizarse una normalización 

del gen diana frente a un control estándar interno. En nuestro experimento el control 

positivo se utilizó únicamente para testar la sensibilidad máxima de la RT-PCR y la 

idoneidad del procedimiento, para no analizar las muestras a estudio sin la certeza 

absoluta de que este análisis es sensible (en otras palabras, de que no hay falsos 

negativos) y de que se realiza correctamente. Para todos los genes a estudio el resultado 

se muestra en cifras relativas (carece de unidades de medida) respecto al gen de 

referencia GUS en cada muestra. Las amplificaciones de cada gen a estudio y de GUS 

se realizan en reacciones separadas. 
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3.-Comentarios acerca de otros trabajos realizados sobre la presencia 

de micrometástasis en cáncer de mama. 

 Los trabajos realizados localizados en la literatura médica serán comentados por 

orden cronológico de publicación, reseñando sus aspectos más importantes y que 

puedan relacionarse con el nuestro, para al final extractar una serie de conclusiones. 

3.1. Trabajos existentes sobre el tema. 

 -Pantel K et al [184] publican en 1993 el primer trabajo de entidad sobre 

aislamiento de células tumorales a distancia del tumor primario. La importancia radica 

no en el impacto pronóstico (si bien analizan 550 pacientes, corresponde a 3 tumores 

distintos (colon, estómago y mama) y en distintos estadíos, desde T1NO hasta M1, por 

lo que el análisis pronóstico no es realizable), sino en que son los primeros en 

correlacionar con que a mayor estadío aumenta el porcentaje de células tumorales 

aisladas en la médula ósea (determinadas por inmunohistoquímica). Las células están 

identificadas con anticuerpos anti-queratinas, lo que puede subestimar el porcentaje real 

de células tumorales a distancia. Un aspecto interesante es que a las 71 pacientes que 

tienen cáncer de mama en este estudio les practican IHQ en la médula ósea para el 

HER-2, sugiriendo que existe selección positiva de células HER-2 positivas al encontrar 

que un 68% de las pacientes a las que le detectan micrometástasis medulares, dichas 

micrometástasis son HER-2 positivas.  

 -Vredenburgh JJ et al [186]: Estudian 64 pacientes con cáncer de mama 

metastático. Quince son sometidas a HDCT sin quimioterapia de inducción; el resto 

reciben quimioterapia con CMF previamente. A todas ellas les practican  una biopsia de 

médula ósea, en la que buscan por IHQ contaminación por células tumorales. Detectan 

que la contaminación es significativamente mayor en las pacientes sin inducción, pero 

esto no se traduce en un mejor o peor pronóstico. Posibles razones son: 1) escaso 
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número de pacientes y disbalance extremo entre ambos grupos que impide sacar 

conclusiones con p significativa 2) ausencia real de impacto pronóstico de las células en 

médula ósea por poder tratarse de depósitos durmientes (o incluso irrelevantes: al 

tratarse de pacientes con enfermedad metastásica activa, puede haber depósitos activos 

en otros órganos en los que la presencia de células mamarias sea absolutamente 

anómala como el hígado o el cerebro, que sí impacten en el pronóstico)en 

contraposición al hecho de detectar células en sangre periférica meses después de la 

erradicación macroscópica del tumor 3) utilizan técnicas poco sensibles y 4) al tratarse 

de pacientes con enfermedad activa metastásica macroscópica es difícil demostrar que 

la afectación microscópica tenga importancia alguna, puesto que hay metástasis de 

mayor tamaño ya comprometiendo la vida de la paciente en el momento del estudio.  

-Diel IJ et al [187]: lo atractivo de este estudio es que estudiaron a 727 pacientes, 367 

con ganglios afectos y 360 con axila libre. Realizaron una biopsia de médula ósea en el 

momento de la cirugía y la búsqueda de células tumorales la realizan con un anticuerpo 

contra una mucina de membrana (que presenta falsos positivos con células sanguíneas, 

no es específico de cáncer de mama). Cotejaron la presencia de micrometástasis en 

médula con el tamaño tumoral, el estado ganglionar, los receptores hormonales, el grado 

y el estado hormonal de la mujer. La supervivencia es significativamente peor para las 

pacientes con tinción positiva para dicho anticuerpo en médula. Sin embargo, sólo son 

interpretables los resultados que ofrecen en las curvas de Kaplan-Meier y en otros 

análsis univariantes (por ejemplo ofrecen un valor de riesgo relativo para recaída a 

distancia de 2 en las pacientes con micrometástasis respecto a las pacientes sin ellas). 

No ofrecen el valor de los coeficientes del modelo de Cox, solo la significación 

estadística menor de 0,05 para la variable micrometástasis (no para las demás), con lo 

que es imposible averiguar la diferencia de densidad de incidencia. El problema que 
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tienen las muestras demasiado grandes es que cualquier diferencia, por irrelevante que 

sea a nivel clínico, alcanza significación estadística. Hay un punto metodológico 

cuestionable, y es que las biopsias son tomadas justo después de la cirugía; es en el 

momento del trauma quirúrgico cuando más células tumorales se liberan al torrente 

sanguíneo. Por ello, las diferencias pueden estar sesgadas hacia el valor nulo. Una 

conclusión importante de este estudio es que parece que el impacto de las 

micrometástasis es independiente del estado de afectación ganglionar, sugiriendo que el 

cáncer de mama disemina no solo a través de los ganglios linfáticos sino por el torrente 

sanguíneo, siendo insuficiente un estadiaje que contemple sólo el sistema linfático. 

Años más tarde, este grupo publicó una actualización de su estudio con un seguimiento 

mediano de 6,5 años; observaron que el impacto pronóstico permanecía constante en el 

tiempo, mientras que el impacto atribuible al grado tumoral y a los receptores de 

progesterona parecía disminuir. [246] 

-Vannucchi et al [225]: realizan un estudio corto con 33 pacientes con cáncer de mama 

localmente avanzado (IIIA) a las que someten a quimioterapia de intensificación. 

Contrastan la positividad para K19 por IHQ en biopsia de médula ósea (tomada antes de 

cualquier quimioterapia) con la positividad por PCR (no en tiempo real) en muestras de 

la sangre de aféresis. Encuentran correlación significativa, y un alto porcentaje de 

muestras tanto de médula ósea (57%) como de sangre de aféresis (48%) presentan K19 

positivo. Sin embargo, si bien muchas de las pacientes negativas por IHQ tienen una 

PCR positiva, lo cual sugiere, que, si bien no necesariamente la presencia de células 

tumorales en médula ósea tiene porqué correlacionarse con la presencia en sangre, la 

IHQ es menos sensible que la PCR. El pequeño tamaño de la muestra obliga a tomar 

con cautela cualquier conclusión inferida de este estudio.  
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-Cooper B et al [189]: realizan un estudio sobre 57 pacientes en estadío IV con 

enfermedad activa que son sometidas a quimioterapia a altas dosis. Con una mezcla de 

anticuerpos dirigidos contra epitelio de glándula mamaria, buscan presencia de células 

que reaccionen positivamente a éstos tanto en médula ósea como en producto de 

aféresis. La supervivencia es la misma en las pacientes con reacción positiva o negativa. 

Las limitaciones del estudio son : 1)de nuevo se utiliza un método de detección con 

potencialmente falsos positivos (anticuerpos “anti-mama” pueden reaccionar contra 

células diferentes al cáncer de mama) y falsos negativos (por el mero hecho de utilizar 

IHQ y porque las células de cáncer de mama no necesariamente expresan ya antígenos 

propios de la glándula mamaria, sobre todo cuando circulan en sangre periférica) 2) 

escaso número de pacientes 3)el trabajar con pacientes con metástasis activas hace que 

la presencia de contaminación microscópica tal vez sea irrelevante, dado que existe ya 

tumor macroscópico tanto en las que tienen contaminación microscópica en el producto 

de aféresis como en las que no la tienen.  

-Braun S et al [247]: sobre 20 pacientes con cáncer de mama con presencia de células 

K19-positivas en biopsia de médula ósea, realizan tinción por IHQ con 4 anticuerpos 

(anti –HER, -Lewis, -CO17 (antígeno de membrana de adenocarcinoma) y –Mucina1) 

para demostrar que la expresión de antígenos comunes de membrana puede ser variable. 

Efectivamente observan que no se presenta coexpresión de los 4 en ninguno de los 

casos. El estudio fue diseñado para testar la hipótesis de que las terapias dirigidas contra 

dianas específicas podría fracasar debido a ello: previamente a la publicación un estudio 

con un anticuerpo anti-CO17 para pacientes de cáncer de colon había resultado positivo 

disminuyendo el número de recaídas y muertes tras cirugía. Con el presente trabajo 

pretendían demostrar que debido a la heterogeneidad tumoral, ciertos antígenos 

comunes de membrana podían estar presentes sólo en algunas células y por tanto las 
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terapias dirigidas no ser efectivas invariablemente. Este estudio sólo tiene interés en 

nuestro caso porque apoya el hecho de que el perfil de expresión génica puede ser 

variable dentro de un mismo tumor y por tanto la detección de células tumorales ha de 

hacerse utilizando varios genes diana. [248] 

-Mansi JL et al [190]: constituye uno de los estudios más importantes; fue publicado en 

The Lancet en 1999. Cuenta con un gran número de pacientes (350) y un seguimiento 

prolongado (12,5 años de mediana), además de tratarse de una cohorte relativamente 

uniforme en cuanto a pronóstico puesto que al menos no incluyó ningún paciente en 

estadío IV. Estos autores tomaron biopsia de médula ósea justo antes de la cirugía; las 

biopsias fueron teñidas con un anticuerpo policlonal anti-membrana epitelial. 

Analizando sin ajustar por otros factores pronósticos, encuentran un riesgo relativo para 

recaída y muerte de 1,5 para las pacientes con tinción positiva. Sin embargo, se pierde 

cualquier asociación pronóstica cuando la presencia de micrometástasis es incluida en 

un análisis multivariante y se ajusta por número de ganglios, receptores hormonales y 

grado tumoral. Quizá de nuevo las razones subyacente sean usar una técnica poco 

sensible y poco específica, lo que resta potencia a los resultados, y el hecho de buscar 

las células en un órgano en que como se ha explicado pueden permanecer latentes por 

mucho tiempo y por ello su hallazgo no necesariamente tenga significado. Al menos así 

lo hace sospechar el hecho de que a pesar del elevado número de pacientes pierdan la 

significación estadística en el análisis multivariante.  

-Braun S et al [192]: probablemente el trabajo más importante. Publicado en el New 

England Journal of Medicine. Se trata de un estudio con 552 pacientes afectas de cáncer 

de mama estadíos I, II o III a las que tomaron biopsias de médula y posteriormente 

realizaron IHQ con un anticuerpo anti-panqueratinas. La presencia de micrometástasis 

en médula ósea fue independiente del factor más relevante considerado (afectación 
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ganglionar o no). Asimismo, encontraron que la presencia de micrometástasis en 

médula resultó influyente (con significación estadística <0.05) tanto en la recaída a 

distancia como en el fallecimiento por cáncer de mama.  Esta influencia se conservó al 

ajustar por receptores de estrógenos, grado tumoral, tamaño tumoral o afectación 

ganglionar (considerada como variable categórica). Sólo puede criticarse un aspecto de 

este estudio, y es que la definición de afectación ganglionar como variable categórica en 

un análisis multivariante no tiene sentido (obviamente una paciente sin ganglios afectos 

tiene menos riesgo que una con 1 ganglio afecto, pero no se puede analizar en el mismo 

grupo a las pacientes con 2 ó 3 ganglios afectos y a las pacientes con 7 u 8 ganglios 

afectos). Si tiene sentido en los análisis univariantes como por ejemplo la prueba de 

Kaplan Meier, en la que se agrupan en varias categorías puesto que no suelen 

compararse más de 2 ó 3 grupos. Sin embargo, en los análisis multivariantes la 

tendencia es aportar la información lo más cuantitativa posible, para establecer cuánto 

aumenta la razón de densidades de incidencia para el incremento en una unidad del 

factor de riesgo a estudio. No muestran los datos de si la presencia de micrometástasis 

era mayor en el grupo de pacientes con 8 ó 10 ganglios afectos que en las pacientes con 

pocos ganglios; de hecho, cuando se refieren a que la presencia de micrometástasis es 

independiente de la afectación ganglionar, también está considerada esta última variable 

como categórica. Al no aparecer estos datos no puede excluirse que la presencia de 

micrometástasis esté asociada a las afectaciones axilares más masivas y por tanto el 

efecto multivariante fuera no significativo si se dividiera la afectación ganglionar 

ganglio por ganglio.  

-Lyda MH et al [193]: sobre 54 biopsias de médula ósea en pacientes con cáncer de 

mama (10% en estadío IV) realizaron tanto un examen histológico convencional como 

con IHQ con un anticuerpo anti-panqueratinas. El porcentaje de biopsias positivas para 
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tumor  ascendió del 20% al 30%, siendo la supervivencia menor (estadísticamente 

significativa) en las pacientes con tinción positiva. Las conclusiones de este estudio son 

que el uso de marcadores IHQ aumentan la sensibilidad respecto a la microscopía 

convencional; sin embargo, tal vez de haber utilizado PCR el porcentaje de biopsias 

finalmente etiquetadas como positivas hubiera sido mayor. Es curioso que con el 

pequeño número de pacientes se obtenga un resultado significativo; sin embargo no se 

aportan datos de la influencia una vez estratificado el factor “micrometástasis” por el 

resto de los factores pronósticos en un análisis multivariante.  

-Wong IHN et al [226]: aportan unos datos interesantes al ser los primeros que hacen 

RT-PCR en sangre periférica de pacientes con cáncer de mama. De las 33 pacientes 

incluidas, 44% eran estadío III o IV. La RT-PCR se dirigió contra la K19. Detectaron 

positividad para la K-19 en un 72% de las pacientes con cáncer de mama, pero también 

en un 19% de controles sanos (aunque los niveles de K19 fueron mayores (p<0,05) en 

las pacientes con cáncer). Los valores cuantitativos de K19 fueron mayores en las 

pacientes con estadíos más avanzados. La supervivencia para las 10 pacientes con K19 

en los límites más altos (punto de corte definido arbitrariamente) fue de 30 meses en 

contraste con las otras 23, cuya mediana de supervivencia fue de 54 meses (p=0,045). 

No se realizó análisis multivariante. El número de pacientes que agrupan en el grupo de 

peor pronóstico es muy escaso, y este agrupamiento no puede descartarse que se 

produjera “probando” hasta ver un punto de corte arbitrario que produjera diferencias 

significativas. Sin embargo esto no quita importancia al estudio al ser el primero que 

demuestra relevancia para la presencia en sangre de tránscritos propios de cáncer de 

mama. No conviene olvidar sin embargo la presencia de K19 en sangre de un 17% de 

los pacientes sanos; tampoco conseguimos explicar cómo obtienen un porcentaje tan 

alto de K19 en pacientes con cáncer salvo por el hecho de que la toma de muestras de 
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sangre se realizó en el momento de la cirugía. La presencia de K19 en controles 

negativos algunos autores la han explicado por lo que han denominado Illegitimate 

expresión  o “expresión ilegítima”;  se atribuye a expresión aberrante de K19 por células 

mesenquimales como las células endoteliales o los fibroblastos. [249, 250] 

-Braun S et al [251]: de nuevo el grupo comandado por Klaus Pantel realiza un 

importante trabajo, publicado en el Journal of Clinical Oncology en enero de 2000. 

Cuentan con 59 aspirados medulares de pacientes con carcinoma de mama localmente 

avanzado (38% carcinoma inflamatorio y 62% con invasión de 4 ganglios).  Tiñeron 

mediante IHQ dichos aspirados con el anticuerpo anti-panqueratinas A45-B/B3 

utilizado en el trabajo mencionado más arriba publicado en NEJM. Los aspirados fueron 

tomados y teñidos antes y después de tratamiento quimioterápico con antraciclinas y 

taxanos. Del 49% inicial de pacientes que presentaban tinción positiva, tras la 

quimioterapia se redujeron a la mitad (29 pacientes pasaron a 14). Asimismo, 11 de 30 

pacientes con la primera médula negativa, la positivizaron tras el tratamiento. Del total 

de pacientes, hubo un total de 28,8% de recaídas (esto sugiere que el tratamiento 

quimioterápico es efectivo; en una cohorte compuesta sólo por pacientes con carcinoma 

inflamatorio o más de cuatro ganglios afectos el porcentaje de recaídas sin 

quimioterapia es cercano al 80%). Sin embargo, las pacientes que presentaron en algún 

momento tinción positiva en médula tras la quimioterapia, recayeron en un 56%. Estos 

datos sugieren dos cosas: primero, que el factor pronóstico “afectación ganglionar” es 

“susceptible” de ser tratado y curado con quimioterapia, mientras que cuando hay 

afectación de tejido hemopoyético el porcentaje de recaídas es muy alto a pesar de los 

esfuerzos terapéuticos; segundo, que parece ser más importante encontrar células 

cancerosas tras el tratamiento que antes (prueba de ello es que el 50% de las pacientes 

con médula positiva al inicio se negativizaron). No obstante, no dan datos por 
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subgrupos: se echa en falta saber cuál es el porcentaje de recaídas en las pacientes que 

partieron con médula positiva y pasaron a negativa vs médula positiva que permaneció 

positiva vs médula negativa que pasó a positiva vs médula siempre negativa. Estos 

datos, si bien se trataría de muy pocos pacientes, podrían aseverar la hipótesis de que el 

aislamiento de células tumorales inmediatamente después de la cirugía y antes del 

tratamiento quimioterápico carecen de significado. Otro punto al que no encontramos 

explicación es que titulan su artículo “ausencia de efecto de la quimioterapia adyuvante 

para eliminar las células tumorales durmientes en la médula ósea de pacientes con 

cáncer de mama de alto riesgo”. Incluso textualmente refieren: “tras la quimioterapia, 

sólo el 48,3 % de las pacientes con tinción positiva al inicio la negativizaron tras el 

tratamiento”. No entendemos cómo pueden decir que la mitad de pacientes 

negativizadas sea etiquetada como “sólo”. En nuestra opinión, pueden titular el trabajo 

de esa manera porque tras el tratamiento, 26 pacientes (casi la mitad), presentaban 

positividad en médula ósea, pero una parte importante de ellas no la presentaban al 

principio; esto sugeriría que existe una vía de metastatización hematógena, 

independiente de la linfática, que es evidente cierto tiempo después de la cirugía y es 

muy difícil de erradicar. Por otra parte, apoya la hipótesis de ausencia de significado del 

aislamiento de micrometástasis en el período perioperatorio.  

-Hu XC et al [252]: aportan un trabajo de escasa importancia. Analizan la presencia de 

K19, K20 y b-HCG en sangre periférica en 72 pacientes con cáncer de mama estadíos I-

IV y en 30 controles con enfermedades benignas de la mama. La detección de células 

tumorales con K19, K20 y BHCG fueron, en las enfermas y en las sanas 

respectivamente, 9,72%, 2,78%, 12,5% y 10%, 0%, 0%. El total de casos con algún 

marcador positivo en enfermas fue de 18% vs 10% en sanas. El porcentaje de detección 

de tránscritos tendía a incrementarse con el estadío. Este trabajo no aporta datos de 
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influencia pronóstica. En relación a nuestros datos coinciden en el bajo porcentaje de 

detección de K19. El panel de genes elegido no parece encontrar todas las pacientes que 

presentan diseminación metastásica (entre otras cosas, porque el análisis a estas 

pacientes fue realizado en un momento en el que aún existía tumor, antes de la cirugía).  

-Gerber et al [194]: su publicación ha sido ya comentada. Brevemente, realizaron IHQ 

con anticuerpos anti-panqueratinas en médula ósea de 484 pacientes con cáncer de 

mama libre de afectación ganglionar y en 70 pacientes con un ganglio afecto, 

encontrando similar porcentaje de médulas positivas (26% y 37%). La conclusión es 

que existen vías distintas de metastatización, pero en nuestra opinión, hay dos datos en 

contra :primero, que el porcentaje de médulas positivas en este estudio resultó estar 

asociado con la afectación ganglionar (no siendo por tanto independiente); el segundo, 

es que las biopsias medulares están tomadas en el período perioperatorio, pudiendo por 

tanto explicar la presencia de células en las médulas de las pacientes sin ganglios 

afectos (en este grupo sólo recayeron el 24% de pacientes, muy inferior a lo observado 

cuando se hace la inmunohistoquímica varios meses después de la cirugía y/o 

quimioterapia e igual al porcentaje de pacientes que recaen en este estudio en el grupo 

de 1 ganglio afecto). De nuevo sale a relucir la pregunta de si el practicar la detección 

de células tumorales cuando existe tumor o muy pocos días después de resecarlo 

subestima la importancia de las células cancerosas existentes a la sangre. De tener una 

importancia capital e independiente, el porcentaje de recaídas en las pacientes con 

tinción positiva sería mucho mayor; además, no necesariamente habría más médulas 

afectadas en el grupo N+. La liberación inespecífica durante el trauma quirúrgico de 

células tumorales explica que las pacientes N+ (que por definición tienen más carga 

tumoral y precisan una cirugía más agresiva) padezcan más diseminación hematógena 
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(si la muestra se toma antes de que el sistema inmune elimine las células sin capacidad 

de supervivencia a distancia)  

-Braun S et al [195]: una vez más nos ofrecen un análisis muy interesante. Sobre 52 

médulas de pacientes con cáncer de mama positivas para K19, realizaron la tinción para 

el HER-2. Las células positivas para K19 lo fueron también para el HER-2 en el 60% de 

los casos (apoyando el hecho de la selección clonal positiva para las células HER-2). 

Éstas recayeron en un porcentaje mayor que las K19 positivas/HER-2 negativas (21 

eventos frente a 7). Este trabajo se discute en contraste con nuestros resultados más 

abajo.  

-Gebauer et al [196]: entre 1989 y 1994 tomaron biopsia de médula ósea a 393 

pacientes consecutivas con cáncer de mama durante la intervención quirúrgica; las 

médulas fueron teñidas con anticuerpos anti-membrana epitelial y anti-panqueratinas. 

Encontraron impacto positivo para la diseminación medular, pero sin embargo el 

impacto era menor que el atribuido a la afectación axilar o al tamaño tumoral. La toma 

de la muestra en el contexto quirúrgico, y la baja especificidad de los anticuerpos 

utilizados puede ser la causa.  

-Kasimir-Bauer et al [197]: realizan un trabajo en el que analizan la presencia de K17 

en un pequeño número de pacientes sometidas a quimioterapia a altas dosis. Trece de 

ellas recibieron la quimioterapia de intensificación con intención adyuvante; en ellas la 

tasa de detección de K19 en el producto de aféresis (3 de 13) fue baja y no predijo 

ningún tipo de evento (no obstante es un número de pacientes muy corto). Otras 30 

recibieron las altas dosis con enfermedad metastásica; en ellas, la detección de K19 fue 

más alta (18 de 30); se apreció cierta tendencia a menor supervivencia. Lo más 

interesante de este estudio fue que no encontraron un aumento significativo del dominio 

extracelular del HER-2 (fragmento de proteína del HER-2 que se libera a la sangre y es 
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una estimación indirecta de la carga tumoral HER-2 positiva) en la sangre de las 

pacientes en las que se detectaron queratinas. No obstante, el estudio presenta 

importantes limitaciones de tamaño. 

-Witzig et al [228]: realizaron un trabajo en el que desarrollaron una técnica de 

enriquecimiento inmunomagnético de las células presentes en sangre periférica previo al 

examen por microscopía con el fin de aumentar la sensibilidad de la detección por IHQ 

de células tumorales en sangre. Obtienen un 8% de casos positivos para un total de 29 

pacientes con ganglios afectos.  

-Stathopoulou A et al [229]: aportaron un importante estudio en el que apoyan la 

importancia de la detección de células tumorales por K19 en 148 pacientes de bajo 

riesgo. La detección fue realizada en sangre periférica. Es el primer estudio que detecta 

impacto en el análisis multivariante para la presencia de células tumorales detectadas 

con K19 (29% de las pacientes) en sangre  periférica, si bien difiere de nuestro estudio 

en que se trata de una cohorte de bajo riesgo y sólo se produjeron 8 muertes (5,4%). La 

tasa de densidades de incidencia de muerte atribuible a la presencia de células K-19 

positivas en sangre periférica fue de 8,58, aunque, repetimos, sólo se produjeron un 5,4 

% de eventos en el tiempo de seguimiento, por lo que esta tasa de densidad de 

incidencia parece difícil de interpretar (una muerte en las pacientes sin K19 y 7 en las 

K19 positivas para un total de 148 enfermas)  

-Xenidis N et al [231]: de nuevo se nos presenta un trabajo en el que se analiza la 

presencia de K19 en sangre periférica por RT-PCR en pacientes de bajo riesgo (161 en 

estadío I y II) Detectaron presencia de K19 en sangre periférica en el 27% de las 

pacientes (en el momento de la cirugía); dichas pacientes presentaron una mayor tasa de 

recaídas (razón de riesgos 3.91) siempre y cuando se tratara de pacientes con menos de 

4 ganglios afectos (los estadíos I y II eran estadíos clínicos; posteriormente en el acto 
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quirúrgico se observa afectación axilar y cambio del estadío en pacientes con axila 

negativa clínicamente). Es más importante el hecho de que la presencia de células K19 

positivas en sangre periférica en el subgrupo de pacientes de más alto riesgo (59 

pacientes, 36% del total) tenía un efecto protector. Podría interpretars que buscar células 

tumorales en un grupo de mal pronóstico (más de 4 ganglios) con un marcador de buen 

pronóstico (la K19 como se ha explicado sobradamente se asocia a mejor evolución) 

implica seleccionar, dentro del grupo de más de 4 ganglios, aquellas pacientes con 

menos riesgo. Como se aprecia en la tabla presentada en el apartado 5.4.3 de la sección 

de resultados, en nuestro caso la significación para las micrometástasis se conserva en el 

grupo de más alto riesgo, probablemente debido a que no hemos identificado las 

micrometástasis con la K19. 

-Silva JM et al [253]: Trabajo muy importante por tratarse del primero en el que la 

búsqueda de células tumorales se realizó en sangre periférica con RT-PCR. A 45 

pacientes con cáncer de mama se les determinó la presencia de K19 y mamaglobina en 

sangre periférica en el momento de la intervención. Estudiaron la asociación de la 

presencia de K19 con otros factores pronósticos conocidos. Obtuvieron relación entre 

los factores pronósticos adversos tamaño tumoral e índice proliferativo. A pesar de ser 

un número corto de pacientes, se obtiene una importante relación con los factores 

ligados a un mal curso clínico, lo que da idea de la potencia pronóstica de la presencia 

de células tumorales en sangre.   

-Gaforio JJ et al [254]: realizaron un estudio en el que tras enriquecimiento 

inmunomagnético analizaron la presencia de células positivas por IHQ para K19 en 25 

pacientes con cáncer de mama no operado, 42 operado (muestra tomada en período 

perioperatorio) y 25 metastásicas. Encuentran positividad en 57% de los casos, lo que 

no es extraño al tratarse de pacientes con enfermedad activa en un 54% de los casos 
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(metastásicas + tumores aún no intervenidos). Encuentran una tendencia no significativa 

hacia peor supervivencia en las pacientes con hallazgos positivos, pero este dato no está 

ajustado diferenciando entre pacientes con metástasis o sin ellas, por lo que no puede 

descartarse que se deba a una asociación espuria con factores de impacto pronóstico 

conocido.  

-Schneeweiss A et al [200]: aportaron el primer trabajo en el que se estudiaron 

únicamente pacientes de alto riesgo (91 pacientes, 73 con más de 10 ganglios afectos, 

18 con 4-9) tratadas con quimioterapia a altas dosis. No encontraron ninguna asociación 

pronóstica, sin embargo, el estudio de micrometástasis fue realizado antes de cualquier 

procedimiento terapéutico, en médula ósea y con inmunohistoquímica usando 

anticuerpos de escasa especificidad (anti-membrana de células epiteliales)  

-Weigelt et al [255]: se cita este trabajo a pesar de que estrictamente no corresponde a 

detección de micrometástasis. Este investigador pertenece al grupo de Astrid Bosma y 

Laura Van’t Veer, que fueron quienes diseñaron el panel de genes para la detección más 

sensible y específica de células de cáncer de mama en sangre periférica. En este trabajo 

aplicaron el panel a la detección de micrometástasis en el ganglio centinela que en 70 

pacientes cuyo ganglio centinela por procedimientos histopatológicos convencionales 

había resultado negativo, para testar si la sensibilidad y especificidad podía ser 

aumentada. Independientemente del resultado del trabajo (que fue positivo), lo 

interesante en relación al nuestro fue que ellos también finalmente excluyeron el gen 

PS2 del análisis por no detectar casos positivos.  
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3.2. Recapitulación acerca de los resultados de los trabajos de otros autores. 

 

Como resumen de los trabajos presentados, puede decirse lo siguiente: 

1.-El impacto de las células tumorales diseminadas en sangre periférica está 

poco estudiado, y en general se refiere a muestras obtenidas en el período 

perioperatorio. 

2.-El impacto de las células tumorales aisladas en médula ósea está 

extensamente estudiado, y parece estar asociado, en los estudios bien diseñados, 

a un incremento en el riesgo de recaída posiblemente independiente del resto de 

los factores pronósticos. 

3.-Este impacto pronóstico parece limitado a los subgrupos de pacientes con 

menor riesgo a priori en función del resto de los factores pronósticos. 

4.-El impacto pronóstico de las micrometástasis cuando se estudia un solo gen 

como la K 19 parece ser viable (por el porcentaje de pacientes positivas) sólo en 

los grupos de menor riesgo. 

5.-El análisis del impacto pronóstico de las micrometástasis en pacientes de alto 

riesgo exclusivamente no está realizado hasta la fecha. Posiblemente debido a la 

interacción con los factores que de por sí confieren mal pronóstico a las series, el 

estudio clásico con K19 (cuya presencia como indicador de micrometástasis 

parece limitarse a los grupos de bajo riesgo) puede que no sea eficiente. Tal vez  

la detección de micrometástasis en grupos de alto riesgo deba ser abordada con 

otros genes.  
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4.-Resultados obtenidos en nuestra serie. 

4.1. Resultados concernientes a los tratamientos administrados en nuestra serie. 

 La supervivencia global de la cohorte (58,3% pacientes vivas tras un 

seguimiento de 74,5 meses) es la esperable en una cohorte de este tipo tratada con 

quimioterapia a altas dosis tras tratamiento de inducción. No puede ni debe ser 

comparada con los estudios randomizados discutidos en la introducción, dado que en 

nuestro caso las pacientes no fueron tratadas en el contexto de un ensayo fase III. 

Tampoco las toxicidades registradas difieren de las publicadas por otros grupos de 

trasplante en cáncer de mama, por lo que no merecen una discusión detallada. 

 Sí nos parece importante reseñar un dato obtenido en nuestra serie: el aparente 

peor pronóstico atribuible a la administración de Taxol en el análisis multivariante.  

 Actualmente los taxanos se utilizan junto a las antraciclinas dentro de esquemas 

adyuvantes para carcinoma de mama resecado con ganglios afectos, debido a los 

estudios que han mostrado su efecto beneficioso adicional sobre la administración de 

antraciclinas. Si bien existen múltiples estudios fase II y III, sólo merece la pena 

mencionar (pues la aplicación de taxanos en adyuvancia en pacientes con ganglios 

positivos hoy por hoy no es un hecho que deba ser justificado) los tres fase III con más 

de 1500 pacientes cada uno de Henderson et al [256], Citron et al [257] y Nabholtz et al 

[258]. En el primero de ellos se observa un efecto constante a favor de la adición de 

Taxol en los tres subgrupos en función de la dosis de antraciclinas (se administraron 3 

dosis distintas de antraciclinas). El incremento de dosis de antraciclinas no mostró 

ningún beneficio; la adición de Taxol sí. En el segundo de ellos, sobre un régimen de 

referencia de AC  administrado cada 3 semanas se testaron 2 hipótesis en un estudio 

randomizado 2X2: si la adición de taxanos aportaban algo a sólo AC y si el 

acortamiento entre ciclos de 3 a 2 semanas arrojaba beneficios clínicos. Ambas 
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hipótesis resultaron comprobadas favorablemente. En el tercer estudio, se probó la 

eficacia del Taxotere; el régimen de referencia fue FAC y el experimental sustituyó el 

Fluorouracilo por Taxotere (TAC). En el primer “corte” previsto de análisis a 33 meses 

de seguimiento, ya fue evidente la mejora de los resultados para el brazo experimental. 

Este estudio de momento no ha sido publicado puesto que está previsto hacerlo cuando 

se haya completado el seguimiento total previsto de 60 meses. Globalmente, se estima 

que la adición de taxanos a las antraciclinas en adyuvancia puede reducir en términos 

absolutos un 10% de los eventos. Estos datos se empezaban a intuir a finales de los 90, 

y en concreto en nuestro país se comenzó a administrar Taxol fuera de ensayo a 

pacientes con un pésimo pronóstico a priori (por ejemplo pacientes con carcinoma 

inflamatorio). En las pacientes analizadas por nosotros, el esquema a altas dosis fue el 

mismo para todas, pero el esquema adyuvante permitido podía ser cualquiera que 

contuviera antraciclinas, a criterio de su oncólogo. No era la intención de nuestro 

estudio analizar la influencia del Taxol en adyuvancia; nuestro diseño experimental fue 

realizado para el estudio de las micrometástasis. Sin embargo, sabemos que 14 pacientes 

del grupo con rasgos de pésimo pronóstico (N3 clínico (ganglios supraclaviculares), 

carcinoma inflamatorio, T4 inoperable no inflamatorio) recibieron Taxol en un intento 

por parte de su oncólogo de mejorar su desenlace(y probablemente lo hubieran recibido 

más pacientes del grupo con rasgos similares de haber estado disponible antes; 

recordemos que analizamos pacientes que fueron tratadas a lo largo de la década de los 

90, y el Taxol no comenzó a estar disponible hasta el 96-98 según hospitales). Por ello, 

no es de extrañar que, como muestra la tabla 19 aquí reproducida, la administración de 

Taxol esté asociada (casi con una p significativa) a un peor pronóstico. La razón de ello 

es el sesgo de selección cometido al aplicar el Taxol a las pacientes con peor pronóstico. 
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Esto resultó evidente en el análisis a pesar de tratarse de sólo 14 pacientes. No haber 

estratificado por recepción de Taxol habría sido un error estadístico considerable.  

Tabla 19: Modelo de Cox para tiempo a la recaída. 

Variables en la ecuación

,036 ,119 1,037
,147 ,046 1,158

,842
8,758 ,895 6360,650
8,960 ,893 7789,047
-,435 ,427 ,647
-,167 ,732 ,846
,900 ,069 2,459
,775 ,030 2,171
,036 ,157 1,037

Edad (años)
Tam. T (cm)
Grado
Fict.1
Fict.2
ER
PR
Taxol si/no
Micromet. si/no
Num. Gl.

B Sig. Exp(B)

 

 

4.2. Resultados obtenidos para la determinación de los tránscritos a estudio. 

4.2.1. Razones de no hallar expresión de PS2. 

 En primer lugar nos parece interesante comentar de nuevo lo sucedido con el gen 

PS2. Los investigadores del grupo de Laura Van’t Veer lo incluyen en el panel definido 

por SAGE, si bien era el que menos matches presentaba de todos los incluidos (lo que 

equivale a decir que era el de menos “cantidad” de expresión). En el trabajo en que 

definen el panel, dan los valores medios obtenidos por RT-PCR para cada tránscrito. 

Los valores son cuantificados respecto a una línea celular y no respecto a un gen 

control, que es como hemos trabajado nosotros, pero a efectos de lo que comentamos no 

importa: respecto a la línea celular MCF7 la cantidad de EGP2 que encuentran en 

sangre periférica de pacientes con cáncer de mama es 66 veces mayor y  la cantidad de 

P1B es 330 veces mayor. Sin embargo, la cantidad de PS2 es 11 veces mayor. Esto 

quiere decir que la expresión en sangre periférica de pacientes con cáncer de mama de 

PS2 es entre 700 y 4000 veces menor que la de P1B o EGP2, siendo por tanto muy 
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difícil de detectar. [244] Un año y medio después, en el estudio que el mismo grupo 

practicó sobre ganglios linfáticos, eliminaron el PS2 del panel. [255] Nosotros no 

conseguimos detectarlo en ninguna muestra. No es de extrañar: el Ct para EGP2 y para 

P1B en las pruebas realizadas con líneas celulares fue alrededor del ciclo 25; para el 

PS2 fue 10 ciclos más tarde, lo que implica una expresión 1000 veces menor en la 

misma línea celular. Dado que en sangre periférica por término medio en las pacientes 

con resultados positivos se encontraba un tránscrito de un gen del panel por cada 10000 

tránscritos del gen de referencia, probablemente la presencia del PS2 fuera alrededor de 

un tránscrito por cada 10^7 o 10^8 del gen de referencia. Tal sensibilidad no la alcanza 

la RT-PCR ni ninguna técnica que conozcamos. 

 

4.2.2. Incidencia de detección de tránscritos atribuidos a células tumorales. 

 Se han comentado en el apartado 3 los porcentajes de pacientes que arrojaron 

resultados positivos para la determinación de K19 en sangre o médula, con IHQ o con 

RT-PCR. En general, los resultados de incidencia de micrometástasis están alrededor 

del 20%-60%, en función de si se trata de grupos de pacientes de buen o mal pronóstico, 

adecuación del diseño y sensibilidad de la técnica.  

 Nosotros sólo encontramos un 4.7% de muestras positivas para K19, lo que nos 

hizo replantearnos por completo el estudio (ver apartado 1 de la sección Discusión). 

También hemos comentado en el apartado 1 de esta sección que la presencia de K19 se 

asocia a tumores en los que los demás factores pronósticos aceptados hoy día cumplen 

características de buen pronóstico (bajo grado, pequeño tamaño, poca o ninguna 

afectación ganglionar) y, que de hecho, la tendencia a metastatizar y la incidencia a 

largo plazo de metástasis es inferior en las pacientes cuyo tumor primario conserva la 

presencia de K19. No sólo son apoyan esta hipótesis los trabajos ya discutidos de 
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Thomas et al [234], Fuchs et al [235], Zajchowski et al [236] y Woelfle et al [237]. 

También los trabajos realizados para buscar metástasis en sangre periférica de 

Stathopoulou y Xenidis parecen compatibles: el primero porque trabaja con una muestra 

de tamaño importante de pacientes en estadío I o II y detecta K-19 en un porcentaje 

importante; el segundo porque la K19 detectada en sangre pierde toda importancia 

cuando se restringe su análisis a las pacientes de mal pronóstico en función del su 

número de ganglios afectos. [229, 231] Esto unido a los trabajos comentados que 

buscan células tumorales utilizando la K19 en pacientes con metástasis activas que por 

definición deberían de tener siempre células tumorales circulantes y que sin embargo en 

ningún caso se alcanza un 100% de positividad ni mucho menos, parecen confirmar la 

hipótesis de que a medida que nos hallamos en un estado más avanzado de la 

enfermedad disminuye la probabilidad de encontrar expresión de K19. 

 Al rehacer el estudio utilizando todos los genes del panel atribuibles a células 

tumorales, sí obtuvimos un porcentaje de positividad para presencia de células malignas 

congruente con el desenlace clínico y con otros trabajos (45,7%). Esto confirma, en 

nuestra opinión la importancia de utilizar, al menos en grupos de pacientes de mal 

pronóstico, un panel de genes en lugar de uno sólo.  Ofrecemos de nuevo las tablas 20 y 

22, en las que se aprecia que al “atomizar” la variable micrometástasis se pierde toda 

influencia pronóstica; esto sugiere que se pierde potencia estadística al utilizar un solo 

gen y que así nos hubiera ocurrido de haberlo hecho, salvo, posiblemente, para el P1B, 

cuya potencia se conserva (es el gen de mayor importancia del panel) 
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Tabla 20: Modelo de Cox para tiempo a la muerte. 

Variables en la ecuación

,020 ,431 1,020
,104 ,187 1,110

,736
8,335 ,922 4168,242
8,662 ,919 5781,382
-,720 ,245 ,487
-,285 ,626 ,752
,550 ,395 1,733
,847 ,043 2,333
,044 ,119 1,045

Edad (años)
Tam. T (cm)
Grado
Fict. 1
Fict. 2
ER
PR
Taxol si/no
Micromet. si/no
Num. Gl.

B Sig. Exp(B)

 

Tabla 22: Modelo de Cox para tiempo a la muerte desglosando la variable 

“micrometástasis”. 

 

Variables en la ecuación

,040 ,115 1,041
,771

9,655 ,890 15595,885
9,910 ,887 20131,929
,140 ,064 1,150
-,675 ,255 ,509
,162 ,757 1,176
,031 ,270 1,031
1,035 ,053 2,816
,236 ,762 1,267
,197 ,770 1,218
,446 ,233 1,561

.
1,362 ,003 3,904

Edad
Grado
Fict. 1
Fict. 2
Tam T (cm)
ER
PR
Num. Gl.
Taxol si/no
K19 (valor)
HER2 (valor)
EGP2 (valor)
PS2 (valor)
P1B (valor)

B Sig. Exp(B)

 

 

4.2.3. Importancia de la degradación del m-RNA. 

 Creemos importante apuntar (hecho que se puede apreciar observando 

detenidamente la tabla 9) que un hecho que subestima la importancia de la detección de 

tránscritos producidos por células tumorales en nuestro estudio es la degradación del m-
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RNA que tiene lugar con el paso del tiempo. Si bien tomamos como 29 el Ct límite para 

GUS para aceptar las muestras como válidas, se aprecia que en las muestras cuyo Ct es 

28 apenas se detectan tránscritos. La mayoría de las muestras tienen un Ct para GUS 

entre 24 y 27; en las muestras con un Ct para GUS de 28 o mayor, hay una cantidad de 

m-RNA 10 veces menor que en las demás; por ello, y dada la baja presencia de 

tránscritos anómalos respecto al gen de referencia, no es de extrañar que en estas 

muestras la RT-PCR no posea la sensibilidad suficiente. Esas muestras estarían 

categorizadas como “ausencia de micrometástasis”, cuando probablemente algunas de 

ellas sí las tendrían, quizá las pacientes que precisamente recayeron después, como 

ocurre en el resto de las pacientes del estudio. Por ello, estos falsos negativos pueden 

subestimar el efecto real. No conocemos ningún medio para solucionar este problema, 

dado que las muestras fueron conservadas en condiciones óptimas; la degradación del 

m-RNA con el tiempo es inevitable.  

 

4.3. Resultado de los factores pronósticos clásicos.  

4.3.1. HER-2. 

 Antes de proseguir, es necesario recordar que por el alto porcentaje (30%) de 

faltas en los datos de HER-2 en tumor primario en nuestro estudio, cualquier 

interpretación sobre estos datos ha de ser muy cautelosa cuando no ininterpretable. 

Durante el período en que las pacientes recibieron su tratamiento la prueba del HER-2 

no se realizaba rutinariamente. Nos ha sido imposible conseguir todos los bloques de 

parafina para su análisis de los otros centros que nos enviaron pacientes para ser 

sometidas a quimioterapia a altas dosis. Por ello, no hemos incluido el estado del HER-

2 en el análisis multivariante para evitar artefactos y pérdida de potencia. 
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 De todos los trabajos realizados (comentados en el apartado 3) sobre la búsqueda 

de micrometástasis, sólo uno (Schneeweiss et al) está estratificado por el estatus de 

HER-2, y no obtiene resultados significativos para la presencia de micrometástasis. 

[200] 

 Respecto a la importancia del HER-2 como predictor de mal pronóstico en 

pacientes sometidas a quimioterapia a altas dosis, la única serie que encuentra relación 

(de las pocas que lo han incluido entre las variables a estudio) es la de Rodenhuis. [158] 

Esta serie cuenta con 885 pacientes (por lo que cualquier efecto, por poco importante 

que sea alcanzará con muchas probabilidades significación estadística) y además el dato 

del estado del HER-2 estaba disponible en 811, datos más que suficientes para 

demostrar impacto. No conocemos ninguna serie en la que el impacto del HER-2 en el 

tumor primario haya sido determinado con sólo valores disponibles, como en nuestra 

serie. Sólo hemos obtenido cierta relación en un análisis de contingencia con la prueba 

Chi Cuadrado, en el que se aprecia que el porcentaje de recaídas es mayor en el grupo 

HER-2 positivo, con una significación estadística borderline (p=0,09) (Tabla 14). 

 

Tabla 14: Tabla de contingencia de la relación de recaída con el estado HER-2 

Tabla de contingencia

Recuento

6 12 18
16 12 28
22 24 46

0
1

No Rec 
Rec
Total

,00 1,00
HERCAT

Total

 

 

 Una de las hipótesis de las que partimos es que tal vez el subgrupo de mal 

pronóstico dentro de las pacientes sometidas a quimioterapia a altas dosis para las que la 
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quimioterapia de intensificación es prácticamente ineficaz según Rodenhuis (las HER-2 

positivas) mediara su efecto por la presencia de células HER-2 positivas en sangre 

periférica. De hecho, existen dos trabajos que parecen apoyar esta hipótesis: el primero 

de ellos a cargo de Klaus Pantel et al [184] en el que observa positividad del HER-2 en 

más del 60% de los casos de 71 pacientes con micrometástasis en médula ósea 

(positividad en las micormetástasis, no en el tumor primario). El segundo, también 

realizado por un investigador de su grupo (Braun S): sobre 59 pacientes con médula 

ósea positiva para K19, la frecuencia de tinción positiva para HER-2 fue del 60%. En el 

tumor primario sólo tenían los datos de 24 pacientes, y la positividad de HER-2 en los 

tumores primarios fue del 29% (7 pacientes). No encontraron relación entre los factores 

pronósticos clásicos y la presencia de micrometástasis. Sin embargo las pacientes con 

micrometástasis HER-2 positivas parecían recaer a mayor velocidad. [195] Por ello 

pensamos que tal vez las recaídas fueran producidas por ese subgrupo concreto de 

micrometástasis: las HER-2 positivas. Así, en el diseño inicial decidimos detectar 

también tránscritos de HER-2 en sangre periférica; fue una sorpresa para nosotros no 

obtener resultados positivos (sólo un 8,33% de los pacientes expresaban HER-2 en 

sangre)  

 La primera conclusión que extrajimos fue que no existía presencia de células 

tumorales en sangre periférica tanto tiempo después de la cirugía (hecho no demasiado 

incongruente con la literatura existente; de hecho es un punto que no está explorado en 

grupos de pacientes de alto riesgo). Sin embargo, los resultados obtenidos con el resto 

de los genes del panel y su impacto en la supervivencia muestran que sí existen células 

tumorales circulantes con capacidad de producir recaídas.  

 No podemos explicarnos cómo es posible esto sin practicar tinción de HER-2 en 

las médulas de las pacientes de nuestro estudio: será objeto de investigaciones futuras. 
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La hipótesis que nos gustaría comprobar es que las micrometástasis presentes en médula 

sí son HER-2 positivas y éstas envían células tumorales a la sangre, pero se reprime la 

expresión del HER-2 al adoptar el fenotipo mesenquimal necesario para circular por el 

torrente sanguíneo. Un primer paso sería demostrar que el porcentaje de células HER-2 

positivas en la médula es alto, a diferencia de lo que hemos encontrado en la sangre. Un 

segundo paso requeriría trabajar con modelos animales para dilucidar el mecanismo.  

 También hemos observado que no existe relación en absoluto con la expresión 

del HER-2 (ni de hecho del resto de los factores) en el tumor primario y la presencia de 

células tumorales circulantes (Tabla 27), pero este hecho es coherente con las 

observaciones de otros investigadores, y con la propia nuestra de influencia 

independiente en los modelos multivariantes. 

Tabla 27: ausencia total de relación entre HER-2 en el tumor primario y presencia 

de micrometástasis. Valor p de Chi Cuadrado = 0.837 

Tabla de contingencia

Recuento

7 8
10 13
17 21

No
Si

Micro.
Met.

Total

No Si
HER-2

 

4.3.2. Otros factores. 

 Las pruebas para comprobar el efecto de los factores clásicos han sido incluidas 

sólo para demostrar que nuestra serie no presenta datos aberrantes y por ello merece la 

pena comprobar la validez externa de nuestros hallazgos.  

 Sólo queremos hacer un apunte respecto al número de ganglios: en las grandes 

series de estudio de factores pronósticos, si bien es obvio decirlo, se ha determinado 

que, por cada ganglio afecto, el pronóstico empeora. En la mayoría de las series hoy por 
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hoy se divide el número de ganglios en categorías más o menos homogéneas en cuanto 

a pronóstico por razones prácticas, pues si no en cada nuevo estudio habría que 

desglosar los datos siempre en 10-15 subgrupos en función del número de ganglios 

afectos. Estos grupos son: ganglios negativos, 1-3 ganglios afectos, 4-9 y10 ó más. Toda 

la literatura internacional acepta estas divisiones, pero es obvio que tener 9 ganglios 

afectos es peor que 4; asimismo, es mucho peor 2 ganglios que ninguno. También para 

ensayos terapéuticos se adoptan estas estratificaciones.  

 Recordamos aquí la figura 28, en la que se aprecia que nuestra serie no presenta 

datos inesperados de acuerdo con esta división aceptada internacionalmente 
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Figura 28: función de supervivencia de los subgrupos de pacientes con más o menos de 10 ganglios 

afectos. La variable “glcat” toma el valor 3 para más de 10 ganglios y 2 para 10 ó menos. 

 Sin embargo, en los datos del análisis multivariante, la afectación ganglionar no 

alcanza significación estadística. La razón es la siguiente: el número de ganglios afectos 

variaba en nuestra serie de 2 a 38 (se ha explicado ya que en nuestra serie hay 4 

pacientes con menos de 4 ganglios afectos pero estaban en localizaciones N3 

(supraclavicular) o habían recibido quimioterapia neoadyuvante). Esto equivale a 36 

209 



categorías. Es virtualmente imposible obtener significación estadística con 36 

categorías. Sin embargo, en un análisis multivariante lo más correcto es incluir la 

información lo más cuantitativa posible, y así lo hicimos. De hecho, nuestro objetivo no 

era investigar la importancia de la afectación ganglionar. Lo único que nos interesaba 

era descartar que la presencia de micrometástasis estuviera asociada a la presencia de 

ganglios. A pesar de todo esto, creemos muy importante reproducir aquí de nuevo la 

siguiente tabla: se puede apreciar que, con una p de 0,119 (borderline) cada ganglio 

afecto aumenta la razón de densidades de incidencia para muerte en 4,5 %, a pesar de 

contar con 36 categorías ganglionares. 

 Tabla 20: Modelo de Cox para tiempo a la muerte. 

Variables en la ecuación

,020 ,431 1,020
,104 ,187 1,110

,736
8,335 ,922 4168,242
8,662 ,919 5781,382
-,720 ,245 ,487
-,285 ,626 ,752
,550 ,395 1,733
,847 ,043 2,333
,044 ,119 1,045

Edad (años)
Tam. T (cm)
Grado
Fict. 1
Fict. 2
ER
PR
Taxol si/no
Micromet. si/no
Num. Gl.

B Sig. Exp(B)
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4.4. Resultados relativos a la determinación de micrometástasis. 

4.4.1 Independencia absoluta de la presencia de micrometástasis con respecto al resto de 

factores pronósticos. 

 Creemos muy interesante resaltar el hecho de detectar la presencia de tránscritos 

atribuibles a células malignas mamarias y que por tanto parecen traducir la presencia de 

micrometástasis, no es un hecho que tenga lugar por debido a la asociación con otros 

factores de mal pronósticos. De ser así, la presencia de micrometástasis no sería más 

que una expresión en sangre periférica de dichos factores de mal pronóstico. No es un 

hecho infrecuente en las investigaciones biomédicas que tras encontrar un factor 

pronóstico aparentemente responsable de un mal curso de una enfermedad, se acabe 

demostrando posteriormente que dicho factor no es responsable por sí mismo, sino que 

constituye un eslabón del mecanismo patogénico desencadenado por otro factor. Sin 

embargo, se ha demostrado cómo la presencia de los tránscritos a estudio en sangre no 

presenta ningún tipo de asociación positiva con el estado de los receptores hormonales, 

del HER-2, grado o tamaño tumoral, edad o número de ganglios (Tablas 21-26) 

Recordamos que la relación de dichos factores con la presencia de los tránscritos se 

comprueba por medio de tablas de contingencia en los casos de factores categóricos 

(ER/PR/Grado/HER-2; tablas 24-27) y de regresión logística en el caso de factores 

cuantitativos (número de ganglios, edad, tamaño tumoral; tabla 28). Estos supuestos 

tienen validez al considerar la presencia de micrometástasis como variable categórica. 

Incluimos asimismo los valores del estadístico de Pearson de la relación entre el número 

de ganglios y los valores cuantitativos de cada uno de los genes que en conjunto definen 

la presencia de micrometástasis (tabla 29). 
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Tablas 24-27: tablas de contingencia entre los predictores categóricos y la 

presencia o ausencia de micrometástasis. 

Tabla de contingencia

Recuento

11 20
15 22
26 42

No
Si

 Micro
Met

Total

2 3
Grado

Tabla de contingencia

Recuento

16 16
11 27
27 43

No
Si

Micro.Met

Total

NO SI
ER

 

Tabla de contingencia

Recuento

17 15
16 22
33 37

No
Si

Micro.
Met.

Total

No Si
PR

Tabla de contingencia

Recuento

7 8
10 13
17 21

No
Si

Micro.
Met.

Total

No Si
HER-2

 

 

 

 

Tabla 28: relación de factores pronósticos clásicos con la presencia de 

micrometástasis en sangre periférica.  

Variables en la ecuación

-,003 ,910 ,997
,017 ,873 1,017
-,011 ,746 ,989
,380 ,804 1,462

Edad (años)
Tam.T (cm)
Num.Gl.
Constante

B Sig. Exp(B)
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Tabla 29: correlaciones entre el número de ganglios y los valores cuantitativos de 

cada tránscrito en sangre periférica. 

Correlaciones

,008 -,077 ,022 ,109

,947 ,519 ,859 ,322
-,053 -,002 ,536
,655 ,987 ,000

-,072 -,046
,552 ,701

-,115
,343

C.Pearson

p(bilat.)

C.Pearson
p(bilat.)
C.Pearson
p(bilat.)
C.Pearson
p(bilat.)

Número
ganglios
afectos

K19

HER-2

EGP2

K19 HER-2 EGP2 P1B

 
 
 

 De cualquier manera el resultado que con mayor veracidad puede aseverar la 

independencia del impacto de la presencia de micrometástasis en el pronóstico es el 

resultado estadísticamente significativo obtenido en los análisis multivariantes.  

 Este resultado es congruente con los trabajos de Diel et al [187], Braun et al 

[192], y Stathopoulou et al [229]. Otras series de importante tamaño como las de Mansi 

et al [190], o Gebauer et al [196] pierden la significación en los análisis multivariantes. 

Como se ha explicado, puede deberse a la utilización de anticuerpos poco específicos 

para la detección de micrometástasis, no obteniendo todo el rendimiento al estudio que 

se pudiera haber conseguido a priori debido al elevado número de falsos positivos y 

falsos negativos. No conviene olvidar tampoco la importancia del momento de la 

detección de las células tumorales; repetimos de nuevo que las células liberadas al 

torrente sanguíneo deurante la cirugía pueden no tener capacidad metastática y por tanto 

su detección y su consideración en el análisis, equivale (a efectos de análisis 

estadístico), a un falso positivo. Los falsos positivos y falsos negativos “diluyen” el 

efecto del factor a estudio, produciendo un sesgo hacia el valor nulo.  
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Una posible interpretación de la independencia respecto al factor más importante 

conocido hasta el momento (estado y cantidad de afectación de la axila) es que el cáncer 

de mama se disemina tanto por la sangre como por el sistema linfático, y que la 

diseminación a la sangre no ocurre una vez que las células tumorales han invadido los 

ganglios, sino que ocurre independientemente de ello. Por tanto, creemos necesario 

realizar un estudio de la presencia de células tumorales circulantes además de las células 

en los ganglios linfáticos durante el estadiaje inicial. No obstante, estos datos hay que 

validarlos en una serie de pacientes con ausencia de invasión axilar.  

 

4.4.2. Importancia de la independencia del factor pronóstico “micrometástasis” respecto 

al resto de factores. 

 La importancia de esta hipótesis radica en que si bien los tratamientos 

quimioterápicos se ha probado que son efectivos en disminuir la tasa de recaídas 

atribuible a la afectación axilar (o a otros factores) cuando existe afectación demostrada 

en la sangre ésta parece muy difícil de erradicar. En los trabajos comentados que han 

arrojado resultado positivo queda patente que el riesgo de recaída producido por la 

presencia de células tumorales malignas presentes en médula [101, 187, 190, 192-196, 

231] o en sangre [229] es entre un 200-800% mayor que en las pacientes con 

médula/sangre libres de micrometástasis. Asimismo el trabajo de Braun S et al [251] 

publicado en JCO es el único que ha investigado la presencia de células después del 

tratamiento; también confiere un pronóstico muy desfavorable. Por el trabajo de 

Vredenburg et al [186] puede interpretarse que la carga de micrometástasis disminuye 

con el tratamiento (recordemos que la presencia de micrometástasis resultó ser menor en 

las pacientes que habían recibido tratamiento de inducción) Esto implicaría que es más 

sencillo obtener resultados significativos estudiando a las pacientes después del 
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tratamiento, puesto que muchas de las pacientes que tengan médula positiva después de 

la cirugía la negativizarán después del tratamiento. En el análisis estadístico serían 

pacientes tipificadas como “micrometástasis sí” y sin embargo probablemente no 

recaerían después, sesgando los resultados. Este hecho puede salvarse con muestras 

grandes, como en el caso de Stathopoulou et al Braun et al. Otros autores sin embargo 

perdieron potencia estadística por este hecho. Sin embargo parece claro que el hecho de 

que Braun et al [251] en su trabajo en JCO hayan obtenido significación estadística con 

tan pocas pacientes (y probablemente nosotros también) se debe a que analizaron el 

impacto de la presencia de micrometástasis después del tratamiento. Esto es coherente 

con la hipótesis de que las células que todavía persisten tras el tratamiento son 

resistentes a los tratamientos aplicados. Parece claro a la vista de los resultados de 

Braun et al o a la de los nuestros que la tasa de recaídas en las pacientes que presentan 

células tumorales diseminadas tras el tratamiento es inaceptablemente alta (56,6% en el 

caso de Braun et al y 65,8% en nuestro caso)  

 No sabemos que hubiera pasado con nuestro porcentaje de recaídas de no haber 

sometido a las pacientes al ciclo de STAMP V. Los resultados comentados en la 

introducción sugieren cierta ventaja (aunque inconsistente según el estudio consultado) 

para las pacientes de muy alto riesgo que recibieron un ciclo de quimioterapia a altas 

dosis respecto a las que sólo recibieron quimioterapia convencional. Aceptando este 

hecho, puede ser que alguna de las pacientes en las que encontramos micrometástasis 

haya negativizado la presencia de tránscritos con el ciclo de STAMP V y por tanto 

incluso la tasa de 65,6% de recaídas esté parcialmente sesgada hacia el valor nulo y la 

importancia de detectar micrometástasis sea todavía mayor. De cualquier manera no se 

puede descartar que el ciclo de STAMP V no tenga ningún efecto sobre las células 
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circulantes que ya han resistido 6 ciclos de tratamiento quimioterápico con antraciclinas 

y/o taxanos. 

 

4.4.3. Ausencia de relación entre los valores de los distintos tránscritos. Necesidad de 

considerar conjuntamente la presencia de todos los tránscritos. Importancia del P1B. 

 No es de extrañar que el valor de las determinaciones no presente correlación 

entre unos y otros genes. Como se ha explicado, se utilizan varios genes para la 

búsqueda de micrometástasis para aumentar las posibilidades de detección, pero no 

porque la “detección agrupada” de varios tránscritos defina la presencia de 

micrometástasis. Cualquiera de los tránscritos escogidos si es detectado tiene una 

probabilidad importante de traducir la presencia de micrometástasis verdaderas (porque 

se expresan en células mamarias y no en sangre), si no, no sería comprensible que 

encontráramos tal relación con la recaída. Así, fragmentar la variable micrometástasis 

en los diferentes genes cuya expresión la definen, sería equivalente a separar una 

enfermedad cualquiera en los síntomas que la caracterizan (p.e. etiquetar “dolor de 

cabeza” como “tumor cerebral” no es correcto; sin embargo la suma de “dolor de 

cabeza”, “focalidad” y “hallazgos compatibles en la TAC” es muy probable que sea 

realmente “tumor cerebral”) 

 Apoyan estos datos las tablas 16, 21 y 22 aquí reproducidas de nuevo. 

Tabla 16: Tabla de correlaciones de Pearson importada de SPSS. 

                         

Correlaciones

-,115 -,046 ,536 -,219 -,204
,343 ,701 ,000 ,045 ,062

-,072 -,002 -,344 -,264
,552 ,987 ,004 ,027

-,053 ,012 ,048
,655 ,918 ,692

-,156 -,199
,192 ,093

C. Pearson
p (bilat.)
C. Pearson
p (bilat.)
C. Pearson
p (bilat.)
C. Pearson
p (bilat.)

P1B

EGP2

HER2

K19

EGP2 HER2 K19
 Meses a
Recaída

Meses a
Muerte
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 Tabla 21: Modelo de Cox para tiempo a la recaída desglosando la variable 

“micrometástasis”. 

 

 

Tabla 22: Modelo de Cox para tiempo a la muerte desglosando la variable 

“micrometástasis”. 

 

Variables en la ecuación

,040 ,115 1,041
,771

9,655 ,890 15595,885
9,910 ,887 20131,929
,140 ,064 1,150
-,675 ,255 ,509
,162 ,757 1,176
,031 ,270 1,031
1,035 ,053 2,816
,236 ,762 1,267
,197 ,770 1,218
,446 ,233 1,561

.
1,362 ,003 3,904

Edad
Grado
Fict. 1
Fict. 2
Tam T (cm)
ER
PR
Num. Gl.
Taxol si/no
K19 (valor)
HER2 (valor)
EGP2 (valor)
PS2 (valor)
P1B (valor)

B Sig. Exp(B)
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Puede apreciarse cómo al fragmentar la variable micrometástasis se pierde 

prácticamente cualquier valor predictivo de recaída o supervivencia. Sólo parece 

observarse cierta correlación entre los valores de K19 y P1B en cuanto a las 

correlaciones entre los valores. La explicación la hayamos en el gráfico expuesto en la 

siguiente figura. Este gráfico muestra el diagrama de dispersión de los valores de K19 y 

P1b. Son sólo 4 valores, insuficientes en general para generar un valor significativo en 

el estadístico de Pearson. Sin embargo, ocurre que tres de los pacientes tienen valores 

con correlación “al azar”, de muy bajo valor absoluto todos ellos, y un paciente tiene 

valores absolutos muy grandes para las dos determinaciones, generando una tendencia 

artificial de agrupación que se puede apreciar visualmente. 

 

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

K19

0,00

50,00

100,00

150,00

200,00

P1
B

 

Figura 39: Diagrama de dispersión entre K19 y P1B. Puede apreciarse como sólo en 3 casos existen 

valores distintos de cero para ambas determinaciones. Sin embargo la agrupación de varios casos en 

K19=0 (casi todas las determinaciones de K19 resultaron nulas), y la presencia del valor extremo en 

P1B=200 genera una tendencia artificial. Los valores han sido multiplicados por 100 para evitar exceso 

de decimales en los ejes.  
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También el P1B conserva cierta relación univariante con la recaída y la 

supervivencia como se demuestra en las tablas 16, 21 y 22. Cuando no habíamos 

determinado todavía el valor del gen P1B, los resultados obtenidos para el impacto de la 

variable “micrometástasis”, si bien eran significativos, no eran tan importantes. Quiere 

esto decir que la búsqueda de tránscritos de P1B detecta la presencia de micrometástasis 

que con otros genes son imposibles de detectar (el patrón de expresión de las 

micrometástasis puede cambiar de una a otra, pero no sería extraño que hubiera un gen 

cuya expresión sea más constante). Como se ha explicado, en los grupos de mal 

pronóstico parece que la detección de micrometástasis con la K19 subestima la 

incidencia real. Podría ser (si bien la función del gen P1B  no está establecida) que el 

P1B tuviera algún tipo de función esencial relacionada con la supervivencia de las 

células tumorales en la sangre una vez desdiferenciadas a fenotipo mesenquimal, y por 

ello su presencia fuera muy constante y asimismo estuviera expresado en aquellas 

micrometástasis de mayor potencial maligno. Esta hipótesis requiere confirmación con 

modelos preclínicos.  

El hecho de que el impacto sea constante incluso en las pacientes de más alto 

riesgo (más de 10 ganglios) parece apoyar esta hipótesis. En el estudio de Xenidis et al 

[231], la significación y el impacto se perdían en el grupo de más riesgo (4 o más 

ganglios), probablemente debido al buscar las micrometástasis con la K19, marcador de 

buen pronóstico.  
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Tabla 23: Modelo de Cox en el subgrupo de pacientes de mayor riesgo, 

considerando influencia categórica de presencia de micrometástasis en el tiempo a 

la muerte. 

Variables en la ecuación

,030 ,384 1,030
,088 ,367 1,092

,518
8,310 ,919 4064,685
8,875 ,914 7148,591
-1,330 ,120 ,265
,425 ,608 1,530
,181 ,823 1,199
,884 ,067 2,420
,036 ,369 1,037

Edad
Tam. T (cm)
Grado
Fict. 1
Fict. 2
ER
PR
Taxol si/no
Micromet. si/no
Num. Gl

B Sig. Exp(B)

 

   

4.4.4. Impacto de la presencia de micrometástasis en sangre periférica tras el 

tratamiento quimioterápico. 

 Sin duda, el punto más importante de nuestro trabajo es demostrar la importancia 

pronóstica independiente, clínicamente importante y estadísticamente significativa, de la 

presencia de células tumorales diseminadas en un grupo de pacientes de alto riesgo en 

función de los factores clásicos. Otros autores como Cooper et al [189] y Kasimir-Bauer 

et al [197] encontraron una tendencia pero estadísticamente no significativa. En el caso 

de Cooper puede deberse al hecho de tratar con pacientes con metástasis activas, y en el 

de Kasimir-Bauer con gran seguridad se debe al tamaño de la muestra. En el caso de 

Schneeweis et al [200] (que son los autores que han realizado un trabajo más parecido 

al nuestro), creemos que no encontraron resultados similares por haber utilizado 

técnicas de IHQ en lugar de PCR y por haber realizado las determinaciones antes de 

cualquier quimioterapia. El trabajo de Schneeweis cuenta con 90 pacientes; es un 

número muy escaso respecto al resto de los trabajos que realizando el estudio antes del 

220 



tratamiento sí encontraron efecto positivo. Asimismo, podría pensarse que en grupos de 

tan alto riesgo como el de Schneeweis o el nuestro la importancia de las 

micrometástasis podría “diluirse”, sin embargo en nuestro caso no ha ocurrido así. 

Quizá en un grupo de tan alto riesgo no sea adecuado usar como marcadores los genes 

que se expresan en el cáncer de mama de buen pronóstico (K19).  

En nuestro caso la tasa de densidades de incidencia para recaída y muerte 

atribuibles a la presencia de micrometástasis ha sido mayor que para cualquier otro 

factor conocido (a pesar de partir ya de inicio de una serie de pésimo pronóstico, este 

factor parece incluso superar a los demás) Las pacientes con micrometástasis recaen y 

mueren a una velocidad 217% y 233% mayor respectivamente que las pacientes sin 

micrometástasis en este grupo (19 y 20). El hecho de que obtengamos estos datos en 

una serie de tan pequeño tamaño da una idea de la potencia de este factor y del acierto 

del diseño experimental (utilizar varios genes para detectar las micrometástasis y 

realizar la detección tras el tratamiento quimioterápico) Somos los primeros en obtener 

semejantes resultados. 

Tablas 19 y 20: modelos de Cox para recaída y muerte respectivamente. 

Variables en la ecuación

,036 ,119 1,037
,147 ,046 1,158

,842
8,758 ,895 6360,650
8,960 ,893 7789,047
-,435 ,427 ,647
-,167 ,732 ,846
,900 ,069 2,459
,775 ,030 2,171
,036 ,157 1,037

Edad (años)
Tam. T (cm)
Grado
Fict.1
Fict.2
ER
PR
Taxol si/no
Micromet. si/no
Num. Gl.

B Sig. Exp(B)

                   

Variables en la ecuación

,020 ,431 1,020
,104 ,187 1,110

,736
8,335 ,922 4168,242
8,662 ,919 5781,382
-,720 ,245 ,487
-,285 ,626 ,752
,550 ,395 1,733
,847 ,043 2,333
,044 ,119 1,045

Edad (años)
Tam. T (cm)
Grado
Fict. 1
Fict. 2
ER
PR
Taxol si/no
Micromet. si/no
Num. Gl.

B Sig. Exp(B)
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VII. Limitaciones del estudio. 

1.-La degradación del m-RNA que tiene lugar durante el período de conservación ha 

hecho imposible saber si las muestras cuyo Ct para Gus tuvo lugar tras el ciclo 28 

resultaron negativas porque lo eran realmente o porque carecíamos de la sensibilidad 

suficiente. Esto hace que no podamos excluir un pequeño porcentaje de falsos 

negativos. 

2.-En lo que respecta al HER-2, el alto número de valores perdidos limita las 

posibilidades de interpretación en función de dicho marcador pronóstico. No obstante, 

salvo el trabajo de Schneeweis et al, ninguno de los existentes estratifica sus resultados 

por dicho factor. 

3.-Un número más amplio de pacientes permitiría haber dado las conclusiones con más 

confianza, a pesar de haber obtenido significación estadística  

4.-Al ser los primeros en obtener los datos reflejados, creemos que los datos ofrecidos 

deben de tomarse con extrema cautela. 
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VIII. Lineas futuras de investigación. 

-Convendría contrastar si el panel de genes utilizado es igualmente válido en una serie 

de pacientes de buen pronóstico, sin o con escasa afectación axilar. 

-Asimismo, también en una serie de pronóstico mejor, es necesario investigar si el valor 

de la presencia de micrometástasis es el mismo que en nuestra serie. 

-No hay datos en nuestra serie que permitan sugerir que las células tumorales 

circulantes deban su impacto pronóstico a la expresión del HER-2. Sin embargo, una 

serie de trabajos insisten en la selección positiva de clones HER-2 positivos en las 

metástasis en médula ósea. Es necesario, en las médulas óseas de las pacientes 

estudiadas, investigar la expresión del HER-2. De ser positiva en un porcentaje alto, 

abriría la vía a la investigación a dos campos: el primero, en demostrar que las células 

HER-2 positivas en médula ósea son las causantes de las células tumorales circulantes; 

el segundo, en investigar cómo y porqué dicha expresión se pierde al pasar a la sangre. 

-La función del gen P1B no está estudiada en el cáncer de mama. Posiblemente 

estudiando qué papel tiene su expresión en las células tumorales mamarias circulantes 

pudiera encontrarse su valor como determinante de evasión inmunitaria o de facilitación 

del proceso de metástasis. 

-Para realmente comprobar la significación pronóstica de las células tumorales 

circulantes, habría que realizar un estudio en el que una vez terminado el tratamiento en 

función de los factores pronósticos validados en la actualidad, se randomizara a las 

pacientes en dos brazos: en uno de ellos se estudiaría la presencia de células tumorales 

circulantes y en otro no se haría nada, aplicando tratamiento adicional o no en el brazo 

experimental en función de los hallazgos. De momento no se dispone de terapias 

específicas dirigidas contra las células tumorales circulantes.  
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IX. Conclusiones. 

1.-La detección por RT-PCR en sangre periférica de tránscritos de los genes 

K19, HER-2, EGP2 y P1B tras los 6 ciclos de quimioterapia adyuvante traduce la 

presencia de micrometástasis verdaderas en pacientes con carcinoma de mama 

localmente avanzado. 

La presencia de dichas micrometástasis representa un factor de riesgo 

independiente y estadísticamente significativo más potente que los factores clásicos 

(afectación axilar, tamaño tumoral, receptores hormonales, grado tumoral) para recaída 

y muerte por cáncer de mama. Se confirma, por tanto, la hipótesis principal del 

estudio. 

3.-No existen datos estadísticos que apoyen que la presencia de micrometástasis esté 

causada por o relacionada con el estado del resto de los factores pronósticos analizados.  

4.-La ausencia de expresión del factor HER-2 en sangre periférica cuestiona que el 

impacto pronóstico de las micrometástasis (al menos mientras permanecen en el torrente 

sanguíneo) esté mediado por dicho factor. 

5.-La detección de micrometástasis utilizando sólo marcadores epiteliales (K19 o HER-

2) resultó ser ineficiente en nuestra serie, quizá debido a tratarse de una de muy mal 

pronóstico. 

6.-El hecho de encontrar tránscritos del gen P1B en sangre periférica parece traducir la 

presencia de las micrometástasis con más riesgo de recaída, pero nuestra serie carece del 

tamaño necesario para demostrar que dicho gen es suficiente sin los otros 3 genes del 

panel para realizar un estudio de micrometástasis en pacientes de alto riesgo. 

7.-Un alto porcentaje de los casos en que persiste la detección de tránscritos atribuidos a 

células tumorales mamarias tras el tratamiento quimioterápico es refractario al 

tratamiento con quimioterapia a altas dosis según el régimen STAMP V. 
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