Originales

Marcadores tumorales y receptores estrogénicos en el cancer de
mama. Estudio de correlacién y supervivencia
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Resumen

* Propdsito: Se estudia la correlacuon y el valor pronostlco de algunos marcadores tumorales en
suero y citosol y receptores estrogénicos en 53 pacientes con cancer de mama primario.

* Material y Métodos: Los ER se redlizaron por el método del carbén-dextrano; lacticodeshi-
drogenasa {LDH), fosfohexosaisomerasa (PHI), fosfatasas alcalinas (ALP), fosfatasas acidas (ACP) por
métodos enzimdticos y antigeno carcinoembrionario (CEA) y o|fafetoprofe|na (AFP) por radioinmuno-
andlisis. Paralelamente en tejido mamario sano se realizaron las mismas andliticas (grupo control).

® Resultados: Las enfermas cancerosas ER+ tienen mejores supervivencias globales que las ER-.
Oftros factores pronésticos positivos son la ausencia de ganglios axilares afectos (p<0.1) y el estado
postmenopdusico (p<0.05). Tienen mejor pronéstico las pacientes ER+ con LDH y PHI citosélicas ele-
‘vadas. Asimismo, mejor pronéstico las enfermas ER- con ALP sérica <90 ml.

e Conclusiones: Se aconseja deteminar LDH, PHI, y CEA en el citosol junto con los receptores es-
trogénicos y CEA y ALP séricos como ayuda para el pronéstico de la enfermedad.
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Summary

® Purpose: The relationship and pronostic value of some tumor markers in serum and cytosol
and estrogen receptors in 53 primary breast cancer patients have been studied.

* Materials and Methods: ER were analyzed by DCC method. Lactate dehydrogenase (LDH),
phosphohexoseisomerase (PHI), alkaline fosfatase (ALP), total acid phosphatase (ACP) were analyzed
by enzimatic methods and carcinoembryonic antigen (CEA) and alphafetoprotein (AFP) by immunora-
diometric assay. The same test were realized in normal breast tissue {control group).

® Results: The cancer patients with ER+ have better overall survival than ER- patients. Other posi-
tive prognostic factors are negative axilar nodal status (p<0.1) and postmenopausal status {p<0.05).
The prognostic of patients with ER+ and elevated cytosolic LDH and PHI is better than ER+ patients
with normal LDHc and PHic. likewise ER- and serum ALP <90 U/ml patients have better overall survi-
val than patients with ER- and ALP >90 U/ml.

¢ Conclusions: The determinations of LDH, PHI, CEA and ER in cytosol and CEA and ALP in se-

rum are considered as pronostics factors in breast cancer.
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Introduccién

La utilidad clinica de los marcadores tumorales defer-
minados en suero consiste en la posibilidad de monitori-
zar la evolucién del tumor. No obstante, sus aplicacio-
nes en el diagnostico y pronéstico son muy limitadas.

Sin embargo, se ha descrito la utilidad de la deter-
minacién de los marcadores tumorales en el propio tu-
mor, ya que existe, como en el caso del antigeno car-
cinoembrionario fumores productores pero no secreto-
res. Asi como casos positivos para un MT en tejido y
negativos en suero que presentan elevacion sérica al
aparecer las metéstasis' 2 3 4, Parece observarse que
la presencia de un marcador tumoral en suero depen-
de en primer lugar, de su produccion tisular y en se-
gundo lugar de la extensién de la enfermedad. Del
mismo modo, se han descrito elevaciones de enzimas
glicoliticas como PHI y LDH asi como la relacién exis-
tente entre su actividad tisular y/o sérica y el tamafio
tumoral®.

Moling, et al., 19865 encontraban niveles de CEA
significativamente mayores en el citosol fumoral de tu-
mores con recepfores hormonales positivos.

En un trabajo previo informabamos de la relacién
entre algunos M.T. determinados en el citosol tumoral
y la relacién con los receptores hormonalesé. En el pre-
sente trabajo hemos revisado estos casos para evaluar
la influencia de los parémetros séricos y citosélicos en
la supervivencia de estas pacientes y ver su posible va-
lor pronéstico.

Material y métodos
Pacientes estudiados

Entre 1983 y 1984 determinamos receptores hor-
monales en el citosol de 53 pacientes afectas de cén-
cer de mama confirmadas histolégicamente. Asimis-
mo, en el citosol y en el suero de estas enfermas se de-
terminaron la léctico deshidrogenasa (LDH), fosfohexo-
saisomerasa (PHI), fosfatasas alcalinas (ALP), fosfata-
sas dcidas totales {ACP), alfafetoproteina {AFP) y anti-
geno carcinoembrionario (CEA).

Paralelamente se recogié tejido mamario sano pro-
cedente de dieciocho mujeres que se sometieron a ma-
moplasias de reduccién y que no tenian patologia ma-
maria en distinfos centros hospitalarios. Se tomaron
estas muestras como grupo control, realizandose en
ellas las mismas determinaciones analiticas que se rea-
lizaron en las muestras fumorales.

A las pacientes cancerosas se les tomaron datos de
edad, estado menstrual, nimero de hijos, lactancia na-
tural, nédulos axilares metastasicos, tipo histolégico.

Las edades de las mujeres sanas estaban compren-
didas entre los 19 y 57 afios, siendo la media de
34.9, la desviacién estandar de 10.9 y la mediana de
34 afios. Para las mujeres cancerosas las edades es-
taban comprendidas entre 32 y 84 afios con media
de 57.3, desviacion estandar de 12.2 y una mediana
de 57 afos. Entre las pacientes cancerosas, 37 de
ellas tenian una media de tres hijos y dieciseis eran
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nuliparas, 44 postmenopausicas y nueve premeno-
pausicas.

El estadio tumoral en el momento del diagnéstico
fue: estadio |: 5.6%, estadio II: 49%, estadio lll: 35.8%
y estadio IV: 9.4%.

En cuanto al tipo histolégico, el predominante fue el
carcinoma ductal infiltrante con 41 enfermas (77.4%).

Se compararon subgrupos en funcién del estado del
receptor, asi como de los parémetros estudiados.

Métodos andliticos y estadisticos

La cuantificacién de receptores de estradiol (ER) en
tejido mamario, tumoral y sano, se realizé por el me-
todo de absorcién con carbén dextrano. Como ya se
ha expuesto anteriormente, este trabajo fue comenza-
do en 1983 y esta técnica era la que recomendaba la
EORTC’. Aunque Jensen et al., en 19828 habian publi-
cado un trabajo en el que utilizaban anticuerpos mo-
noclonales contra diferentes determinantes antigénicos
del receptor, esta metodologia no estaba desarrollada
comercialmente en 1983. Asimismo, numerosos gru-
pos de trabajo consideraban que valores menores de
3 fmol/mg de proteina de citosol eran negativos, y los
comprendidos entre 3 y 10 fmol/mg de proteina de ci-
tosol eran dudosos o bordeline. Otros grupos estable-
cian el valor de corte en 3 fmol/mg de proteina de ci-
tosol® '°. En nuestro tabajo se opté por tomar como
cut-off la cifra de 6 fmol/mg de proteinas de citosol
para eliminar la zona de incertidumbre y unificar las
pautas terapéuticas.

Para la determinacién de LDH, PHI, ALP y ACP se
emplearon métodos enziméticos (Boehringer Mann-
heim), realizandose en un autoanalizador Hitachi 705.
Los valores séricos de referencia con las técnicas utili-
zadas son: de de 160 a 320 U/l para LDH, de 19 a
95 U/| para PHI, de 73 a 207 U/l para ALP y de 3 a
3,7 U/l para ACP.

Para la defermiancién de CEA y AFP se utilizaron
métodos inmunorradiométricos en fase sélida (IRMA)
con iodo 125 (CIS). Los valores de normalidad para el
suero con estas técnicas son: de 0 a 5 ng/ml para
CEA y de 0 a 14 ng/ml para la AFP.

Los métodos estadisticos empleados son los generales
en estadistica descriptiva. Para la comparacién de dos
grupos se ha empleado el fest no paramétrico de Mann-
Whitney, debido a que la poblacién cancerosa no se
ajusta a las caracteristicas de normalidad de una distri-
bucién (distribucién normal de Gauss). Para la compa-
racion de més de dos grupos se ha aplicado el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis por el mismo motivo.

Las tasas de supervivencia han sido calculadas por
el método de Kaplan-Meier, y para la comparacién de
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supervivencias en dos subgrupos el test Log-rank. Co-
mo fecha de origen se ha tomado la fecha de la ciru-
gia en la cual se recogié la muestra para receptores y
MT.; y como fecha de la tltima observacién la fecha
de defuncioén, en los casos fallecidos, y en los otros ca-
sos, la Gltima fecha de revisién. El periodo de segui-
miento ha sido de 9 y 10 afios.

Resultados

Un 37,7% de las mujeres cancerosas tenian ER posi-
tivos con una media de 26,9 fmol/mg de proteina de
citosol y en las mujeres sanas se obtuvo un 16,6% de
ER+, con valores medios de 16,7 fmol/mg de proteina
de citosol. El porcentaje de ER+ en las mujeres postme-
nopéusicas fue de 36,3 y de 44% en las premenopéu-
sicas (tabla 1). Asimismo, la proporcién de ER+ en el

TABLA |

Distribucion de receptores de estradiol segin el
estado menstrual

Grupo  Est. menstrual ncasos % ER+  x

confrol  premenopéusica 15 133 162
postmenopdusica 3 33.3 -*

clncer premenopdusica ? 44 24.4
postmenopdusica 44 36.3 521

* un solo caso
%ER+ = porcentaje de receptores estradiol positivo
x = media de profeina receptora en fmol/mg de proteina

grupo de enfermas sin nédulos axilares fue de 28,5%
frente a un 57,8% en las enfermas con nédulos axila-
res positivos. No se observaron diferencias estadistica-
mente significativas en los valores medios de ER en el
grupo de mujeres cancerosas al estudiarlas en funcién
del su estado menstrual, ni del nimero de hijos, ni lac-
tancia natural. No obstante, se observaron diferencias
entre los valores medios de ER en las enfermas sin né-
dulos axilares metastésicos y las de nodulos positivos
siendo los valores mas bajos en el primer grupo
(p<0.05).

La supervivencia global para el grupo ER+ es de
65% a los seis afios y de 49.2% a los diez afios y de
52.4% a los seis afios y de 33% a los diez afios para
el grupo ER-. Aunque las supervivencias son menores
para el grupo de receptores negativos no hay diferen-
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Fig. 1. Superv. en funcién de receptor en postmenop.

cias estadisticas en funcién de las supervivencias en
estos dos grupos de ER. Hay diferencias casi significa-
tivas entre los grupos de ER cuando no tienen ganglios
axilares afectos siendo la supervivencia mayor para el
subgrupo de ER+ y No (p<0.1).

Asimismo, en las enfermas postmenopdusicas las
que tienen receptores tienen mayores supervivencias
(p<0.05) (fig 1).

Los valores medios séricos de LDH, PHI, ALP, ACP,
CEA y AFP en las enfermas cancerosas son mayores
que los valores medios séricos en las mujeres sanas y
los valores tisulares de estas variables, tanto en tejido
mamario sano como en el tumoral, son mayores que
los valores séricos. Los valores tisulares de referencia
obtenidos en el grupo control son los siguientes: LDH
de 70 a 2030 U/ml, PHI de 240 a 2530 U/ml, ALP de
0a274U/ml, ACPde 1.3 a 71 U/ml, AFPde 0 a 6
ng/mly CEA de 1.8 a 6.5 ng/ml.

En el caso del CEA se ha hallado una frecuencia de
elevaciones tisulares del 67.7% para los tejidos tumo-
rales frente a un 21.6% para los valores séricos de las
mismas pacientes.

En los citosoles se obtuvieron valores significativa-
mente mayores en los tumores hormonodependientes
ER+ en el caso de LDH y PHI con p<0.05 y casi signifi-
cativo en el caso de CEA y ACP (p<0.1). En el subgru-
po ER+ y LDH citosélica >1000 U/ml la supervivencia
es mayor que en el subgrupo ER- y LDH >1000
(p<0.05) (fig. 2).

Asimismo, los valores medios citosélicos de CEA son
significativamente mayores en las enfermas con metés-
tasis (p<0.05); los valores medios citosélicos de PHI
son mayores en las enfermas con metastasis 6seas
(p<0.1), siendo ademds la supervivencia de las pa-
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cientes con efermedad localizada significativamente
mayor que las que padecen enfermedad metastésica
(p<0.001). Con respecto a las demés variables estu-
diadas en el citosol, no se han encontrado hallazgos
estadisticos.

En el suero se han encontrado diferencias significa-
tivas en los valores medios de CEA en los subgrupos
de receptor, siendo los valores medios de CEA mayo-
res en el subgrupo que tiene receptores positivos
(p<0.05), no obstante, al hacer el estudio de supervi-
vencia no hay diferencias estadisticas.

En funcién del estado de la enfermedad los valores
medios de LDH y PHI séricos son mayores en la enfer-
medad no metastasica que en las recidivas. Para las
ACP séricas los valores medios son significativamente
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menores en el primer caso (p<0.05). No obstante, no
hay diferencias en las supervivencias.

Son casi significativamente mayores las superviven-
cias en las mujeres postmenopausicas con ALP sérica
menor de 90 U/ml (p<0.1).

Cuando se estudian las supervivencias de las pa-
cientes con receptores negativos, aquellas cuyas ALP
séricas son menores de 90 U/ml tienen mayor supervi-
vencia que las ER- con valores séricos de ALP >90
{p<0.05) (fig 3).

Discusién y conclusiones

La determinacién de receptores hormonales en el tu-
mor primario de mama es una préctica rutinaria para
establecer el fratamiento adecuado de la paciente. Su
determinacién sistemdtica en los laboratorios comenzé6
a a findles de los afios 70, potenciéandose en la de los
80. Se pensaba que ademés de orientar hacia el trato-
miento tendrian un importante valor pronéstico, en la
medida que la hormonodependencia tumoral implica-
ria menor desdiferenciacion de la célula cancerosa. Se
infentaba, asimismo, estudiar los posibles factores hor-
monales previos que hubieran podido influir en la
aparicién del tumor relacionandolos con la existencia
de receptores.

Nuestro estudio comenzé, como ya se ha menciona-
do, en 1983 y se obtuvo un 37.7% de ER+ en las mu-
jeres cancerosas. Este porcentaje es de orden similar a
los obtenidos por Jensen et al., 1971, 46%; Leclerq et
al., 1983, 46.5%'2; Pinotti et al., 1986, 43.5%'3; lige-
ramente superior al 32.5% de Wittliff et al., 19724 e
inferior a los de Allegra et al., 1980, 61%'5; Brooks et
al., 1980, 77%° entre otros. Hemos comparado nues-
tros resultados con estos grupos de trabajo por haber
empleado la misma metodologia y haberse realizado
en la misma época no obstante existen diferencias en
los resultados, procedentes de los posibles errores en
todos y cada uno de los pasos del protocolo que, aun-
que estaban estandarizados por la EORTC?, daba di-
ferencias entre los laboratorios. Esta observacién la
confirma el control de calidad llevado a cabo por el
Comité ltaliano en el que los coeficientes de variacién
entre 50 laboratorios oscilaron entre 22.9% y 46.4%!4.

Hay estudios que dieron a los receptores un valor
prondstico, observando que el tumor ER negativo evo-
luciona con frecuencia hacia una recidiva precoz!”: '@
No obstante, otros investigadores no coincidian con
esta afirmacién'®. En nuestro tabajo no encontramos
diferencias estadisticas en la supervivencia entre el
grupo ER positivo y ER negativo, sin embargo las pa-
cientes con receptores negativos tienen menor porcen-

62

taje de supervivencias, para los mismos afios, coinci-
diendo esta observacion con los resultados de Calero
etal., 199172, Growe et al., 19912' entre otros.

En cuanto a los resultados obtenidos en funcion de
la situacién hormonal, la frecuencia de ER+ en las pa-
cientes cancerosas premenopdusicas fue de 44% con
valores medios de 24,4 fmol/mg de proteina de cito-
sol, 'y en las pacientes cancerosas postmenopdusicas
fue de 36,3% con valores medios de 52,1 fmol/mg de
proteina de citosol. El porcentaje de ER+ en las enfer-
mas postmenopdusicas es inferior al obtenido por la
mayoria de autores'® 72022 Aunque es cierto que
una alta proporcion de pacientes postmenopdusicas
tienen tumores ER+ comparados con las pacientes pre-
menopdusicas esta asociacién parece ser dependiente
de la edad obteniéndose valores mas elevados en las
mujeres mayores?'- 2223, En nuestro frabajo los valores
medios de ER obtenidos en el grupo de pacientes post-
menopdausicas son mayores de los valores medios en el
grupo de las enfermas premenopausicas, asemejando-
se los valores medios de ER+ en este Gltimo grupo a los
de las mujeres del grupo control en el que la mayoria
son premenopdusicas.

Encontramos también mayores supervivencias en las
enfermas postmenopdusicas y ER+, coincidiendo con
otros autores?'.

No se han tenido en cuenta en este estudio los tipos
de tratamientos recibidos, que pueden influir en las su-
pervivencias, puesto que el objetivo de este trabajo es
evaluar los pardmetros de laboratorio. No obstante, la
supervivencia global esta en funcion del estadio del tu-
mor en el momento del dlagnéstico y el factor pronés-
tico més importante para los casos de enfermedad ini-
cialmente localizada, sigue siendo la afectacion gan-
glionar, pero cada vez se van delimitando ofros facto-
res citolégicos, histolégicos y clinicos. Observamos
mejores supervivencias globales para el grupo de en-
fermas sin ganglios axilares afectados y receptores es-
frogénicos positivos asi como, los valores medios de ER
son mas altos en el grupo sin ganglios afectos que los
N+. Del mismo modo, Martinez et al., 1994, observan
disminucién de las concentraciones medias de ER en
los tumores con afectacion ganglionar?.

Con respecto al resto de marcadores estudiados, es-
perabamos que los valores tisulares fueran mayores
que los séricos ya que LDH, PHI, ALP y ACP son enzi-
mas intracelulares y al homogenizar el tejido para la
determinacion de receptores se rompen las membra-
nas celulares liberandose las mismas. Ya se habia des-
crito incrementos de actividad de LDH y PHI en patolo-
gia tumoral, asi como la relacion de la actividad tisu-
lar y/o sérica con la extensién tumoral? 27, En nuestro
trabajo previo habiamos observado que los valores
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medios séricos de LDH y PHI eran mayores en el grupo
de enfermas receptores positivos sugiriendo el control
hormonal de estos enzimas. Al realizar ahora los es-
tudios de supervivencia se podria confirmar esta hip-
tesis ya que la asociacion ER+, LDH>1000 tiene mayo-
res supervivencias y podria indicar mayor diferencia
con celular y mejor pronéstico.

Las mayores supervivencias en las enfermas con ALP
séricas bajas podrian interpretarse como ausencia de
micrometastasis.

En cuanto al CEA, ya se habian observado que los
tumores mamarios que mostraban altos niveles de CEA
se asociaban mas frecuentemente a fumores con conte-
nido en receptores de estradiol positivos que con ER
negativos?. Sin embargo, estas relaciones no eran es-
tadisticamente significativas. Nosotros también obser-
vamos estas diferencias sin singnificacion estadistica.
Observamos ademas, asociacién entre altos valores de
CEA tumoral y la existencia de metastasis a distancia.

Resumiendo, se puede concluir que la determinacion
de receptores estrogénicos es de utilidad para el esta-
blecimiento de la terapia, teniendo ademas, mejor
prondstico las enfermas receptor positivo, sin ganglios
axilares y estado menstrual postmenopausico.

Asimismo parece aconsejable, junto con la defermi-
nacién de receptores determinar también la LDH, PHI y
CEA en el citosol tumoral, asi como el CEA y ALP en el
suero.
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