NOVEDADES

1988 - Vor. 111 - No. 1| CIRUGIA @

Receptores de Estrogeno en Cancer Mamario

Demostracion Inmunohistoquimica con Anticuerpos Monoclonales

J.F. PATINO, M.D., FACS (Hon.), MSCC., F. CAVANZO, M.D.

Palabras Claves: Receptores hormonales: de Estrogeno, de Progesterona, de Prolactina; Anticuerpos monoclonales, Colo-
racion de RE por inmunohistoquimica, Tejido tumoral, Cincer de seno, Hormonoterapia.

La determinacion de receptores hormonales puede significar
una gula util en el uso de la terapia endocrina del cancer
mamario, especialmente en casos avanzados con enferme-
dad recurrente o metastdsica. La presencia de actividad de
receplores hormonales, entre ellos los receptores de estroge-
no (RE), de progesterona (RPg) y de prolactina, es una con-
dicion necesaria, aunque no absoluta, para la respuesta hor-
monal del carcinoma mamario. Aproximadamente 2/3 de
los carcinomas del seno son RE ( + ); las lesiones metastasi-
cas, un poco menos, y algunas lesiones benignas también
son RE (+ ). Entre 50% vy 70% de los cdnceres mamarios
RE ( +)responden a la terapia endocrina, mientras solo 5%
a 1096 de los tumores RE (—) responden a clla. Una deter-
minacion RE (--) no es contraindicacion absoluta de terapia
endocrina. Los cdnceres ricos en RE exhiben tasas superio-
res de supervivencia y, en general, ticnen un prondstico mds
favorable.

Se presenta el novedoso método inmunohistoquimico de
determinacion de RE en preparaciones hislologicas conven-
cionales con anlicuerpos monoclonales, que se realiza por
primera vez en nuestro medio,

INTRODUCCION

El tratamiento del cancer mamario mediante manipulacién
endocrina ha sido utilizado desde hace casi 100 anos. En
1895 Beatson realizo la primera ooforectomia y, entre sus
pacientes, una mujer con cancer diseminado obtuvo muy fa-
vorable resultado con desaparicion del tumor a los ocho me-
ses de operada (1), segitn cita de Hubay y col. en una recien-
te revision (2).

Puesto que la naturaleza del comportamiento bioldgico del
cdncer mamario es muy variada, parece conveniente definir
caracteristicas especificas de cada tumor con el objeto de
poder individualizar y hacer mas racional el tratamiento. La
determinacion de receptores hormonales puede significar
una gufa Gtil en el uso de terapia endocrina, especialmente
en casos avanzados con enfermedad recurrente o metastasis.
Es por ello que la determinacion de receptores de estrogeno
y progesterona ha venido a convertirse en una rutina en mu-
chos servicios quirargicos.
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El método fue descrito por Jensen y asociados (3) en 1971
en un estudio sobre la prediccion de la respuesta del carci-
noma mamario a la adrenalectomia.

La presencia de actividad de receptores hormonales, entre
ellos receptores de estrogeno (RE), progesterona (RPg) v
prolactina, es una condicion necesaria, aunque no absolu-
ta, para la respuesta hormonal del carcinoma mamario.

Aproximadamente 2/3 de los carcinomas del seno son RE
(+ ); las lesiones metastasicas un poco menos, y algunas le-
siones benignas igualmente son RE (+ ). Es interesante que
hasta un 409 de los melanomas malignos también exhiben
receptores de estrogeno.

Entre 509% y 7090 de los canceres mamarios RE (+ ) respon-
den a la terapia endocrina. mientras solo 5% a 109 de los
tumores RE (—) responden a elia.

Los tumores son una mezcla heterogénea de células RE (+):
ademas, la muestra, que puede contener cantidades varia-
bles de estroma y otros tejidos, puede no ser un reflejo ade-
cuado en cuanto a la capacidad de respuesta endocrina. Por
consiguiente una determinacion RE (—) no es contraindica-
cion absoluta de terapia endocrina.

Se halla actividad de receptores de progesterona (RPg) en
2/3 de los tumores RE (+ ) y en £ 50p de los RE (—). El
mayor indice de respuesta a la terapia endocrina se encuen-
tra en los tumores RE (+ )y RPg (+).

La determinacion de RE tiene un valor pronostico indepen-
diente del estado de los ganglios y aun del tamano del tu-
mor (4). Los canceres ricos en RE exhiben superiores tasas
de supervivencia libre de enfermedad y de sobrevida global,
con menovres porcentajes de recurrencia temprana que aque-
los pobres en RE (2). En general los pacientes con tumores
RE (—) parecen sufrir de una enfemedad ‘‘mas maligna”’.
Analisis recientes han sefalado que en estos pacientes el ni-
vel de RPg es un factor de prediccion de la supervivencia li-
bre de enfermedad (2).

La determinacion de RE es Gtil para predecir ia respuesta en
cualquier tipo de manipulacion hormonal, incluyendo la
ooforectomia, adrenalectomia e hipofisectomia o el trata-
miento con antiestrogenos, asi como las modalidades de tra-
tamiento endocrino aditivo (administracion de progestina,
estrogeno, androgeno) (2). Diversos estudios han demostra-
do que el nivel cuantificado de RE estd directamente rela-
cionado con la tasa de respuesta a la terapia endocrina.



JOSE FELIX PATINO, FRANCISCO CAVANZO

Se ha demostrado que los RPg tienen un valor de prediccion
similar al de los RE (5), y que la conversion de RPg (+)a
(—) en el curso de la evolucion clinica de un cancer mama-
rio es un signo ominoso (6).

El 75% de los tumores que son RE(+ ) y RPg(+ ) exhiben
regresion a la terapia endocrina (4).

A pesar del entusiasmo, ciertamente justificado desde el
punto de vista de la investigacion cientifica, sobre los recep-
tores hormonales, recientes informes sobre ensayos clinicos
prospectivos, senalan que las tasas de respuesta global con el
uso prolongado de tamoxifén se presentan en forma inde-
pendiente de los niveles de receptores de estrogeno, y aun
del estado de los ganglios y de la edad (pre o postmenopau-
sica) de la paciente. Tal es el caso con el estudio institucio-
nal que se desarrolla en Inglaterra desde hace 10 anos en
mas de 1.200 mujeres (7).

METODOS

Hasta hace poco tiempo las determinaciones de receptores
se realizaban exclusivamente en citosoles preparados de teji-
dos frescos provenientes de la biopsia o del espécimen de la
mastectomia. Actualemnte se ha demostrado la factibilidad
de la determinacion de RE en preparaciones histopatologi-
cas convencionales, y aun en citologia por aspiracion con
aguja fina, técnicas que exhiben notables ventajas.

Las proteinas receptoras de estroides son termolabiles y
pueden alterarse con las demoras que frecuentemente ocu-
rren entre la reseccion del espécimen, su congelacion y el
transporte al laboratorio. Por ello se hacen necesarias espe-
ciales precauciones en el manejo de los especimenes (8, 20).
Se sabe que el uso de la electrocoagulacion causa proteolisis
y puede producir una falsa disminucion de los niveles de las
proteinas receptoras (9), y se ha demostrado una disminu-
cion, que puede ser moderada o notoria, en los niveles de re-
ceptores de estrogeno entre los especimenes de biopsia pre-
mastectomia y los de la mastectomia (10, 15), probable-

mente por efecto de la desvascularizacion (10). Otros auto- -

res no han comprobado este hallazgo y piensan que tales
variaciones se deben mas bien a la heterogeneidad de los te-
jidos tumorales y a errores de muestreo (11). La controversia
persiste (9, 12, 15).

Hoy es poco frecuente realizar lo que fue tradicional en el
pasado ante una mujer con una masa mamaria: la biopsia
por congelacion bajo anestesia general, y si ésta era positiva,
proceder a la practica de la mastectomia. Mas bien se prefie-
re la aspiracion con aguja fina para citologia; la biopsia con
aguja Tru-cut, la biopsia con anestesia local, la tumorectomia
con anestesia general (23), como procedimientos senci-
llos, de consultorio o de cirugia ambulatoria, los cuales per-
miten establecer el diagnostico y discutir con la paciente y
con el grupo interdisciplinario de oncologia la mejor alter-
nativa de tratamiento, incluyendo las modernas opciones
quiriirgicas que hacen posible la conservacion del seno.

Las determinaciones de los receptores de estrogeno y de pro-
gesterona en biopsias o en especimenes de mastectomia im-
plican la realizacion del procedimiento operatorio en forma
rapida y expedita, sin usar electrocauterio, y evitando pro-
longada desvascularizacion. El espécimen debe ser pronta-
mente transportado sin demora al laboratorio y congelado
seglin el protocolo de cada hospital.
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El conocimiento de los anticuerpos monoclonales y -entre
ellos el desarrollado por Greene y colaboradores (14,15), ca-
paces de reaccionar contra RE de cancer mamario, puede
llegar a substituir a los métodos de analisis bioquimico (4).
Aquel método, que demuestra que la localizacion intracelu-
lar de los RE .ocurre en el niicleo, ha confirmado la natura-
leza muy heterogénea de la poblacion celular del cancer ma-
mario, con muy variados eontenidos de RE.

Informes recientes han confirmado el valor practico de la
coloracion inmunohistoquimica con el anticuerpo monoclo-
nal H222 SP (15, 16) con una sensibilidad del 8590 y una
especificidad del 93% (15). Esta técnica permite determi-
naciones semicuantitativas de los receptores con resultados
en todo comparables a los obtenidos con las técnicas con-
vencionales inmunoenzimaticas o de radioinmunoanalisis
(17, 19). El espécimen ideal para esta determinacion es la
biopsia excisional del tumor mamario, la cual permite la
inequivoca correlacion histologica e inmunohistoquimica.
Puede practicarse también en biopsias menores, Tru-cut, o
en aspiraciones con aguja fina (4). Estas ventajas seguramen-
te haran mas accesible la determinacion de los RE y podra
substituir las ténicas actualmente en boga. La mayoria de
los informes se refieren al uso de cortes histologicos en teji-
dos congelados, lo cual limita un tanto el nimero de casos
susceptibles de ser analizados; recientemente, mediante el
uso del anticuerpo monoclonal D75P3, se han determinado
RE en tejidos fijados y procesados en parafina, con resulta-
dos similares a los encontrados en tejidos congelados (21).
Esto haria aun mas facil el procedimiento y realmente acce-
sible a la mayoria de los laboratorios de patologia.

PROTOCOLO

Los Departamentos de Cirugia y de Patologia del Centro
Médico de los Andes han acordado el siguiente protocolo de
diagnostico de lesiones mamarias sospechosas de carcinoma:

1. La presencia de una masa o de sintomatologia mamaria
es indicacion para realizar mamografia.

) G i Pl . S,
Fig. 1. La determinacion de RE con anticuerpos monoclona-
les directamente en preparaciones histologicas, permite una
correlacion ideal,y absoluta certeza de positividad en el tejido
tumoral. A la izquierda la imagen histologica del tumor en co-
loracion de H y E;a la derecha los nidos de las células tumora-
les positivas para RE.
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Fig. 2. La positividad nuclear evidenciada por el color ma-
rron intenso, indica la presencia de RE en las células neo-
plasicas.

2. La masa demostrada en el examen clinico y/o la mamo-
grafia es sometida a aspiracion con aguja fina para citolo-
gia, a biopsia Tru-cut o a biopsia excisional o tumorecto-
mia bajo anestesia local o general.

3. Los especimenes destinados a la determinacion de RE y
RPg deben ser preferiblemente los obtenidos por biopsia
excisional o por tumorectomia.

4. Inmediatamente después de obtenido el espécimen, éste
debe ser devuelto en gasas humedecidas con solucion sa-
lina e inmerso en un recipiente con hielo para ser trans-
portado en ¢l menor tiempo posible al laboratorio de pa-
tologia.

5. En el laboratorio, un segmento del tumor se congela en
nitrogeno liquido y se almacena en el refrigerador de
ultrabaja temperatura (-700C), para el posterior analisis
de receptores.

6. El resto del espécimen se coloca en formol neutro para el
procesamiento histopatologico convencional.

. Con el objeto de ilustrar la determinacion de RE en prepa-
raciones histologicas convencionales, presentamos las Figu-
ras 1, 2 y 3 que muestran la coloracion de RE por inmuno-
histoquimica (ER-ICA) Monoclonal Kit (Abbott Laborato-
ries, North Chicago, I1), utilizando ¢l anticuerpo monoclo-
nal H222SP, que se realiza por primera vez en nuestro me-
dio. La paciente, una mujer de 68 afnos, presenté una masa
sospechosa en mamografia de 2 em. de diametro. La biopsia
con aguja Tru-cut y la aspiracion con aguja fina para citolo-
gia, confirmaron que se trataba de una lesion maligna. La
paciente fue sometida a mastectomia parcial (cuadrantecto-

Fig. 3. El porcentaje de células con nucleos positivos y la in-
tensidad de los mismos son facilmente evidenciables. En es-
te caso particular, el resultado final mostro niveles corres-
pondientes de RE muy por encima de 15 fmol. x mg. que
predicen respuesta terapéutica. La técnica con anticuerpos
monoclonales se utilizo por primera vez en esta paciente en
nuestro medio.

mia) con diseccion de los niveles I y II de la axila, para con-
tinuar con radioterapia. Las coloraciones ER-ICA con anti-
cuerpo monoclonal han sido efectuadas en las preparaciones
convencionales en tejido congelado, cortes tomados directa-
mente del tumor, en el Laboratorio de Patologia del Centro
Médico de los Andes. Para realizar la determinacion semi-
cuantitativa se tienen como variables el porcentaje de nu-
cleos positivos y su intensidad, expresada en grados de 0 a 4,
mediante sencillas formulas como la sugerida por W. Jonat
y Col. (17).

ABSTRACT

The determinatioh of hormonal receptors can be a useful
guide for prescribing endocrine therapy in patients with
breast cancer, especially in those with advanced, recurrent,
or metastatic disease. The presence of hormonal receptor
aclivity-estrogen, progesterone or prolactin receptors - is a
necessary condition, although not an absolute one, the hor-
monal response of mammary cancer. About 2/3 of breast
cancers are ER ( | ); metastatic lesions less so, but some
benign lesions are also ER ( | ). Between 50a0b and 70%
of ER (1 ) mammary cancers respond to endocrine therapy,
while only 5% to 10% ER ( - ) tumors respond to this
treatment modality. However, a negative ER determination
is not an absolute contraindication to endocrine therapy.
Breast cancers that are rich in ER exhibit higher survival
rates and a generally more favorable prognosis. The novel
immunohistochemical method for determination of ER in
conventional histological preparations utilizing monochlonal
antibody is presented. This method has been successfully
utilized for the first time in our country. -

BIBLIOGRAFIA

1. Beatson, G.T.: On the treatment of no-
noperative cases of carcinoma of the 2.
mama: Suggestions for a new method
with illustrative cases. Lancet 2: 104,

1986.

Hubay, C.A., Arafah, B., Gordon, N. 3.
H., et al.: Hormone receptors. An up-
date and application. Surg. Clin. North

Am. 64: 1155, 1984.

Jensen, E.V., Block, G.E., Smith, S., et
al.: Estrogen receptor and breast cancer
response to adrenalectomy. En: Predic-

7



JOSE FELIX PATINO, FRANCISCO CAVANZO

10.

tion of Response in Cancer Therapy.
Editado por T.C. Hall. Monograph 34,
National Cancer Institute. National
Cancer Institute, Bethesda, 1971,
Kiang, D.T.: The importance of hor-
mone receptors and markers in breast
cancer. En: Advances in Breast and En-
docrine Surgery. Editado por J.S. Naja-
rian y J.P. Delaney. Year Book Medical
Publishers, Inc. Chicago, 1986.

Clark, G.M., McGuire, W.L., Hubay, C.
A., et al.: Progesterone receptors as
prognostic factor in stage II breast can-
cer. N, Engl., J. Med. 309: 1343, 1983.
Gross, G.E., Clark, G.M., Chamese, G.
C., et al. Multiple progesterone receptor
assays in human breast cancer, Cancer
Res. 44: 836, 1984.

Wilson, A.J., Baum, M., Brinkley, D.M.,
et al.: Six-year results of a controlled
trial of tamoxifen as a single adjuvant
agent in management of early breast
cancer. World J. Surg. 9: 756, 1985,
Muschenaeim, F., Furst, J.L., Bates, H.
A.:Increased incidence of positive tests
for estrogen binding in mammary carci-
noma specimens transported in liquid
nitrogen. Am. J. Clin. Pathol. 70: 780,
19178.

Rosenthal, L.J.:Discrepant estrogen re-
ceptor protein levels according to surgi-
cal technique. Am. J. Surg. 138: 680,
1979.

Teicher, I., Tinker, A., Auguste, L.J.,
et al.: Effect of operative devasculariza-
tion on estrogen and progesterone re-

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

ceptor levels in breast cancer specimens.
Surgery 98: 784, 1985,

Jokawatz, J.G., Culien, M.L., Anderson,
K.M., et al.: The stability of estrogen
and progesterone receptors as an opera-
tive advantage in breast cancer. Breast
7:2,1981.

Bridges, K.G., Keshgegion. A.A., Ku-
mer, H.A., Neal, H.S.:Influence of sur-
gical technique on estrogen and proges-
terone receptor determinations in breast
cancer, Cancer 51: 2317, 1983.

King, W.J., Greene, G.L.: Monoclonal
antibodies localize estrogen receptor
in the nuclei of target cells. Nature 307:
745, 1982.

Perschuk, L.P.: Immnunohistologic lo-
calization of estrogen receptors in breast
cancer with monoclonal antibodies: co-
rrelation with biochemistry and clinical
endocrine response, Cancer 55: 1513,
1985.

Butlex, J., Hieshima, A., Bernstein, D.,
et al.: Monoclonal antibody staining
and impact of surgical technique and
quantitation of steroid receptors in hu-
man breast cancer. Am. J. Surg. 154:
62, 1987.

Flowers, J.L., Burton, G.V., Cox, E.
B., et al.: Use of monoclonal antiestro-
gen receptor antibody to evaluate estro-
gen receptor content in fine needle as-
piration breast biopsies. Ann. Surg.
203: 250, 1986.

Jonat, W., Maass, H., Stenger, H.E.: Im-
munohistochemical measurement of es-

18.

19.

20.

21.

22.

23.

trogen receptors in breast cancer. Can-
cer Res. (Suppl.) 46: 429s, 1986.

De Sombra, E.R., Thorpe, S.M., Rose,
C., et al.: Prognostic usefulness of estro-
gen receptor immunocytochemical as-
say for human breast cancer. Cancer
Res. (Suppl.) 46: 425s, 1986.

Charpin, C., Martin, P.M.,, Jacquemier,
J., et al.: Estrogen receptor immunocy-
tochemical assay (ER-ICA): Compute-
rized image analysis system, immuno-
electron microscopy, and comparison
with estradiol binding assays in 115
breast carcinomas. Cancer Res. (Suppl.)
46: 4271s, 1986.

Bojar, H.: Quality control requeriment
in estrogen receptor determination,
Cancer Res. (Suppl.) 46: 4249s, 1986.
De Rosa, C.M., Ozello, L., Greene, G.
L. Habif, D.V.: Immunostaining of re-
trogen receptor in paraffin sections of
breast carcinomas using monoclonal
antibody D75P3: Effects of fixation.
Am. J. Surg. Path. 11: 943, 1987,
McClelland, Richard A., Berger, Uta,
Miller, Larry S., Powles, Trevor J.,
Jensen, Elwood V., Coombes, R. Char-
les: Immunocytochemical assay for es-
trogen receptor: relationship to out-
come of therapy in patients with ad-
vanced breast cancer., Cancer Res,
(suppl.) 46: 4241s, 1986.

Fisher, B.: Reappraisal of breas biopsy
prompted by the use of lumpectomy.
Surgical strategy. JAMA 253: 3585,
1985.

VIIl CONGRESO

LATINOAMERICANO DE CIRUGIA

(FELAC)
Y

XX CONGRESO VENEZOLANO DE

CIRUGIA

Lugar: Hotel Caracas Hilton

Marzo: 12 al 17 de 1989

Informes: Dr. Mario Rueda Gomez, Secretario Ejecutivo de la FELAC
Calle 103 No. 15-46 - Tels.: 218-15-89 y 256-19-88
Bogota, D.E.




