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RESUMEN

Introduccién. El tratamiento oncolégico pre y
postoperatorio en pacientes con carcinoma de mama
esta condicionado entre otros factores, por el resulta-
do del estudio inmunohistoquimico de los receptores
hormonales y por la expresion de c-erbB2. El objetivo
del estudio es determinar la influencia del tratamiento
neoadyuvante en la expresion de receptores de estro-
geno (RE), progesterona (PR) y c-erbB2.

Material y métodos. Estudiamos 53 pacientes con
cancer de mama diagnosticadas mediante biopsia
“trucut”. Las pacientes con carcinoma localmente
avanzado (20) se someten a quimioterapia preoperato-
ria. Se realiza extirpacién quirtdrgica en todos los
casos. Comparamos la expresidon de receptores de
estrogeno (RE), receptores de progesterona (PR) y c-
erbB2, en la biopsia”trucut” y en la pieza quirtrgica.

Resultados. Encontramos diferencias significati-
vas en la expresion de RE, RP entre biopsia/pieza qui-
rargica, comparando el grupo de pacientes sometidas
a tratamiento neoadyuvante frente al grupo de pacien-
tes sin tratamiento oncolégico prequiridrgico.

Encontramos diferencias de signo (positivizacion
y negativizacion) entre un 10 y un 40% de casos en la
expresion inmunohistoquimica para RE, RP y c-erbB2
entre la biopsia”trucut” y la reseccion quirtrgica en las
pacientes tratadas con neoadyuvancia. Estas diferen-
cias de signo no tienen significacion estadistica.

Palabras clave. Receptores de estrogeno. Recep-
tores de progesterona. C-erbB2. Neoadyuvancia.
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ABSTRACT

Introduction. Pre and post-operative oncological
therapy in patients with breast cancer is determined,
amongst other factors, by hormone receptor status
and by c-erbB2 expression. The aim of this study is to
determine the influence of neoadjuvant therapy on the
expression of oestrogen receptor (OR), progesterone
receptor (PR) and c-erbB2.

Methods. Fifty-three patients with breast cancer
diagnosed by tru-cut biopsy were studied. Patients
with locally advanced carcinoma (20) had preopera-
tive treatment. All patients underwent surgical resec-
tion. Expression of OR, PR and c-erbB2 in both the
tru-cut biopsy and the gross specimen was com-
pared.

Results: We found significant differences in OR, PR
expression in both biopsy and gross specimen,
between the group of patients who underwent neoad-
juvant treatment and the group without pre-surgical
treatment.

Changes in PR, OR and c-erbB2 status were found
between the tru-cut biopsy and the gross specimen, in
about 10 to 40% of the cases who received neoadju-
vant therapy. These changes had no statistical signifi-
cance.

Key words. Oestrogen receptors. Progesterone
receptors. C-erbB2. Neoadjuvant therapy.
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INTRODUCCION

Se utiliza la quimioterapia preoperato-
ria en el tratamiento del cancer de mama
porque ha demostrado su efectividad para
producir una regresion tumoral que permi-
ta realizar cirugia conservadora y espe-
cialmente en pacientes con enfermedad
localmente avanzada™. Otra ventaja que
ofrece este tipo de tratamiento es que per-
mite valorar la respuesta al tratamiento
como marcador de la sensibilidad para el
tratamiento postoperatorio'?.

Hasta el momento la quimioterapia pre-
operatoria no ha demostrado mejoras en
tiempo libre de enfermedad, ni en la super-
vivencia’. Para mejorar la efectividad de la
quimioterapia se estudian nuevos farma-
cos y estrategias para determinar el efecto
de estas terapias, asociado a la respuesta o
resistencia del tumor®.

El tratamiento oncolégico pre y posto-
peratorio en pacientes con carcinoma de
mama esta condicionado, entre otros fac-
tores, por el resultado del estudio inmu-
nohistoquimico de los receptores hormo-
nales y por la expresion de C-erbB2. La
expresion de estos biomarcadores estd
implicada también en la respuesta al trata-
miento neoadyuvante preoperatorio, y son
factores pronoésticos independientes'”.

En varios trabajos se hace referencia a
los cambios morfoldgicos que se producen
en las células tumorales, y que producen
modificaciéon en la valoracién del grado
tumoral y otras variables con implicacion
prondstica’.

La terapia neoadyuvante se disefa aten-
diendo a un diagnoéstico realizado mediante
biopsia “trucut” y sobre el perfil inmunohis-
toquimico de esa muestra. Tras el trata-
miento médico se practica la resecciéon qui-
rargica y se estudia de nuevo el tumor cuya
extension y fenotipo pueden haber variado.
Los cambios debidos a la quimioterapia
neoadyuvante pueden ser tan acusados que
se alcanza incluso la regresién patologica
completa (15-25% de casos) y no habra
tumor viable para ser estudiado®.

De la misma forma que se producen
cambios morfolégicos, se han observado
cambios en la intensidad de la expresion
inmunohistoquimica de varios marcadores™
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1, Si constatamos una variacion de la expre-
sién inmunohistoquimica tras el tratamien-
to, este perfil fenotipico sera el definitivo
que realmente se deba considerar a la hora
de plantear el tratamiento post-quirtrgico y
hacer una evaluacién prondstica®.

Nosotros hemos seleccionado los tests
inmunohistoquimicos que tienen implica-
cion prondéstica, de respuesta al tratamien-
to y terapéutica como son los receptores
hormonales y el c-erbB2 para comparar el
perfil de los tumores antes y después del
tratamiento neoadyuvante. Se ha compara-
do la variabilidad entre este grupo y un
grupo de casos control que han sido estu-
diados en las mismas condiciones pero sin
tratamiento prequirargico.

MATERIAL Y METODOS

Se han seleccionado 20 pacientes que
han sido diagnosticadas de carcinoma de
mama mediante biopsia “trucut” con aguja
gruesa (14G). Por tratarse de tumores
localmente avanzados (mayores de 5 cm)
se propone tratamiento neoadyuvante pre-
operatorio. En 19 pacientes se tratan con
quimioterapia consistente en varios ciclos
(en general 6 ciclos) de fluorouracil-epiru-
bicina y ciclofosfamida/epi-docetaxel; en
dos casos se asoci6 el taxol con trastruzu-
mab. En un caso se asocia la quimioterapia
con radioterapia. Posteriormente se reali-
za extirpacion quirargica.

De la misma forma se seleccionan 33
pacientes que durante el mismo periodo
de tiempo que han sido diagnosticadas de
carcinoma de mama mediante biopsia y
posteriormente intervenidas para la resec-
cion del tumor, sin mediar entre ambos
procedimientos tratamiento oncolégico.

La biopsia "trucut” se incluye en parafi-
na tras un periodo de fijacién en formol tam-
ponado al 10% entre 6 y 24 horas. Se realizan
cortes de 4 micras sobre portas-pretatrata-
dos. Se desparafina e hidrata. Se realiza
inmunotincién para receptores de estroge-
no (Atom Prediluido, Clon: 6F11) y recepto-
res de progesterona (Atom prediluido, Clon:
126), cuyo proceso de tincién se lleva a cabo
en el teniidor automético Ventana. La tincién
para c-erbB2 se realiza tras recuperacion
antigénica mediante calor (70°C durante 4
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minutos) y luego se utiliza el anticuerpo pri-
mario de Atom diluido a 1/50 (Clon: CB11).

Se han estudiado la expresién de recep-
tores hormonales y c-erbB2, en el material
de biopsia y sobre la pieza de extirpacion
quirtrgica después del tratamiento neoad-
yuvante. Se realiza una valoracién semi-
cuantitativa de la intensidad de tincion
para los receptores hormonales: menos
del 10% de las células tefidas se considera
negativo, entre 10 y 25 % se puntia: positi-
vo (1+), entre 25-75% de las células: positi-
vo (2+) y mas de 75 % se considera 3+. Para
el C-erbB2 se puntta la tincién como 0, 1+,
2+ y 3+, segtn la informacién del fabrican-
te. Se valora el cambio de signo (positivi-
zacién o negativizacion).

Para todos los casos con expresion
inmunohistoquimica de C-erbB2 se realiza
estudio de amplificacién del gen ERBB-2 en
secciones de tejido incluido en parafina
mediante la técnica de hibridacién “in
situ” con fluorescencia (FISH). Se evalta
considerando la media del nimero de
copias del gen y la del nimero de copias
de CEP 17 (sonda centromérica). Se consi-
dera amplificaciéon cuando se detecta un
cociente medio mayor o igual a 2.

Se ha estudiado también la respuesta al
tratamiento. Para ello se valora la reduc-
cion en el tamaiio del tumor y seguimos los
criterios de Fisher, Pohl*". La respuesta
patologica completa (CPR) se define como
ausencia total de carcinoma infiltrante. Si la
reduccion es del 50% se denomina respues-
ta parcial (RP). Se define como enfermedad
estable (SD) si la reduccién es menor del
50% y/o el aumento del didmetro es menor
del 25%. Cuando el didmetro del tumor
aumenta mas de un 25% hablamos de pro-
greso de la enfermedad (PD) (Tablal).

Tabla 1. Tipos de respuesta (FISHER).

El tratamiento estadistico para la varia-
cién en la expresion de receptores hormona-
les y C-erbB2 antes y después de tratamien-
to neoadyuvante se ha realizado mediante la
prueba binomial de comparacién de despro-
porciones para datos apareados.

Se ha utilizado el test exacto de Fisher
para establecer las comparaciones entre el
grupo sometido a tratamiento neoadyu-
vante y el grupo control. En todos los
casos se han aplicado pruebas de signifi-
cacién “p” bilaterales.

Se ha analizado ademas la evolucién de
las pacientes con un periodo de segui-
miento entre 4 meses y 4 afos.

RESULTADOS

En las 20 pacientes sometidas a trata-
miento neoadyuvante se valora el cambio de
expresion entre la biopsia y la pieza quirtr-
gica tras el tratamiento. Se aprecia positivi-
zacién en RE en dos casos, dos para PRy dos
para c-erbB2 (Fig. 1). La negativizacion se
produce en 2 casos para RE y c-erbB2; mien-
tras que para progesterona se detecta en 7
casos. Se mantienen sin cambios 16 casos
para receptores de estrégeno y C-erbB2, y
s6lo 11 para progesterona (Tabla 2 y 3).

Estudiamos la expresién inmunohisto-
quimica para RE, PR y c-erbB2 en 33
pacientes con cancer de mama. Compara-
mos la biopsia con los resultados sobre la
pieza quirtrgica sin que medie ningn otro
tratamiento y obtenemos los siguientes
resultados: para los RE no se evidencia
ningin cambio de signo y los 33 casos se
mantienen sin cambios, y para los PR se
producen dos casos de positivizacién y 2
de negativizacién. Los cambios mas desta-
cados se producen en la expresion de c-
erbB2, con una positivizacién y 7 de nega-
tivizacion (Tabla 4).

Respuesta

Respuesta patologica completa (cPR) Ausencia de tumor infiltrante

Respuesta Parcial (RP)

No respuesta

Enfermedad estable (SD)
Progreso de la enfermedad (PD)
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Reduccién del tumor de mas del 50%

Reduccion de menos del 50% e incremento de menos del 20%
Incremento de mas del 20%
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Tabla 2. Expresion de RE, RP y C-erbB2, antes y después del tratamiento neoadyuvante.

Nimero RE-Pre RE-Post RP-Pre PR-Post C-erbB2- C-erbB2- FISH Respuesta al
Pre Post tratamiento
N°1 - - = - - = - - = - RP
N22 - + + - + + + + = - cPR
N3 - - = - - = + + = - SD
N24 + + = + - + + = - SD
N5 + + = + - + - - - SD
N%6 + - - + - + + = + RP
Ne7 + + = + - + + = - SD
N8 - - = + - - + + - SD
N9 + - - + - - - = - RP
N°10 + + = + + = - - = - cPR
Nel1 + + = + + = + + = - SD
Ne12 + + = + + - . . - ; SD
N213 + + = + + = + + = - PD
N°14 - - = - - = N +(3) - N PD
Ne15 + + = + + = - + + + SD
N © 1 6 + + = + + = + + = + RP
N°17 - - = + + = - - = - SD
N°18 - + + - + + + +(3) = + cPR
N°19 - - = + - + - - RP
N220 + + = + + = ¥ +(3) - . SD

Tabla 3. Cambios de signo (positivizacion o negativizacion) de RE, PR, C-erbB2, en casos con trata-

miento neoadyuvante.

Positivacion Negativacion Sin cambios de signo
Estrogeno 2 2 16
Progesterona 2 7 11
C-erbB2 2 2 16
Wil ., T | o Tabla 4. Cambios de signo (positivizacion o
bl s Ba o Ry | | negatiavizacion) de RE, PR, C-erbB2,
- . ¥ 1 'y i en casos de control sin tratamiento
. ‘l"' e ® i .t"' neoadyuvante.
i 3 g
i g W .~ | Marca- Positiva-  Negativa-  Sin
F - i x = dor cion cion  cambios
R. Estréogeno 0 0 33
. R. Progesterona 2 2 29
C-erbB2 1 7 25

Figura 1. Expresion de C-erbB2 antes del trata-
miento (negativa) y sobreexpresion
después del tratamiento (IHQ para C-
erbB2, arriba x400, abajo x200).
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Ademéas de los cambios descritos se
observan otras variaciones en la intensi-
dad de la tincién inmunohistoquimica, sin
que se llegue a producir un cambio de
signo. Como estas modificaciones tienen
menor repercusion clinica no se refieren
en este trabajo.

En cuanto a la respuesta al tratamiento
en los casos sometidos a neoadyuvancia,
se aprecia respuesta patologica completa
en 3 casos (Fig. 2), respuesta parcial en 5
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casos, enfermedad estable en 10 casos y
progresion de la enfermedad en 2 casos.
Para los casos con respuesta patoldgica
completa la evaluacion de la expresion
inmunohistoquimica se realiza sobre el
tumor residual en forma de carcinoma
intraductal.

Figura 2. Imagen de regresion patologica com-
pleta con carcinoma intraductal.
(Hematoxilina —eosina x200).

Hemos valorado también la relacion
entre la respuesta al tratamiento y la
expresion de RE, puesto que varios auto-
res apuntan que los casos con RE negati-
vos son mas sensibles al tratamiento*™".
Asi se observa que 2 de los 3 casos con
respuesta patologica completa son negati-
vos para RE.

Resultado estadistico. Estudiados los
cambios en la expresion de los receptores
hormonales (estrégeno y progesterona) y
de c-erbB2, antes/después de tratamiento

40+

30

20+

10+

0
RE

neoadyuvante, no se han encontrado dife-
rencias estadisticamente significativas en
ninguno de ellos (p>0,05).

En lo que respecta a los cambios en la
expresion de receptores hormonales y c-
erbB2 en el grupo bajo tratamiento neoad-
yuvante y comparando con el grupo con-
trol; se observa que existen diferencias
estadisticamente significativas (p=0,016)
para los RE en cuanto a la variaciéon en su
expresion del grupo tratado con neoadyu-
vancia respecto al grupo no tratado. Exis-
ten también diferencias estadisticamente
significativas (p=0,010) en cuanto a la
variacion de RP en su expresion del grupo
tratado con neoadyuvancia respecto al no
tratado (Fig. 3).

Por el contrario no hemos detectado
diferencias estadisticamente significativas
(p=1) en cuanto ala variacion de expresion
de c-erbB2 del grupo tratado con neoadyu-
vancia respecto al no tratado.

Resultado clinico. El tiempo medio de
evolucién es de 25,7 meses (maximo de
53,4 y minimo de 1,2). De entre las pacien-
tes tratadas con neoadyuvancia 13 viven
sanas, 3 con enfermedad (1 metastasis
Osea, 1 metéstasis axilar contralateral y 1
mediastinica) y 4 han fallecido (1 metasta-
sis 6sea, 1 axilar contralateral, 1 cerebral y
1 pulmonar). La media del intervalo libre
de enfermedad en las 7 pacientes que han
presentado metastasis en su evolucion fue
de 11,57 meses.

La media de supervivencia de las 4
pacientes fallecidas fue de 26,75 meses

CERBb2

Figura 3. Cambios en la expresion de receptores hormonales y C-erbB2 en grupo bajo tratamiento neo-

adyuvante y VS grupo control.

An. Sist. Sanit. Navar. 2006, Vol. 29, N° 3, septiembre-diciembre
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(méximo de 32,7 y minimo de 21,43 meses)
con una desviacion estandar de 4,9.

DISCUSION

Las mujeres con un céancer localmente
avanzado son sometidas a tratamiento
neoadyuvante para reducir el tumor y
optar a la cirugia conservadora. La deter-
minacién de los receptores hormonales y
el c-erbB2 es importante porque influye en
el tipo de tratamiento y en la sensibilidad
al mismo. La determinaciéon del estatus
hormonal y de c-erbB2 es también un
importante factor pronéstico'*'.

El efecto de la neodyuvancia sobre la
expresion de RE, PR y c-erbB2 es un hecho
controvertido**. Se han estudiado los
cambios de expresion tras tratamiento con
quimioterapia en tumores primarios y
sobre las recidivas o metéstasis".

Algunos autores observan cambios de
expresion con porcentajes que oscilan
entre 9y 56%'"2. Otros autores han obser-
vado que no existen diferencias significati-
vas en la expresion de los receptores hor-
monales entre la biopsia y la pieza
quirargica tras tratamiento'*'', con lo
cual estos autores proponen que el estudio
de la expresion de los receptores sobre la
biopsia pretratamiento puede ser suficien-
te.

Nosotros hemos encontrado un cam-
bio de signo en la expresién de RE en un
10% de casos, PR en un 45%, y c-erbB2 en
10%; pero las diferencias no resultan signi-
ficativas dentro de este grupo'**.

En otras series se evidencia modula-
cion con diferencia significativa para algu-
nas moléculas reguladoras del ciclo celular
como p27, p21, p53 y ciclina D3", y marca-
dores de proliferaciéon’ pero un resultado
similar al nuestro en referencia a los recep-
tores hormonales.

En nuestra serie hemos observado
cambios de signo (de positivo a negativo y
al contrario) de tipo bidireccional, con lo
cual el nimero final de casos positivos y
negativos es igual; este hecho condiciona
la ausencia de diferencias significativas
dentro del grupo de pacientes sometidos a
tratamiento® *'.
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Por el contrario, para cada paciente
estos cambios de signo en la expresion
immunohistoquimica pueden determinar
la aplicaciéon de terapias ineficientes. Asi
los tumores que dejan de expresar RE o RP,
no son sensibles a terapia hormonal. Los
casos que resulten negativos en la pieza
quirtrgica para c-erbB2 tampoco seran
sensibles al tratamiento especifico. Por el
contrario los casos que resulten positivos
tras el tratamiento seran susceptibles de
terapia®?'.

Si la neoadyuvancia produce cambios
en la expresion de los RE, PR y c-erbB2,
serd muy importante reevaluar su expre-
sion tras el tratamiento. El perfil inmu-
nohistoquimico sera definitivo para tratar
a partir de la cirugia*?*.

Se proponen varios factores que condi-
cionen los cambios observados entre la
biopsia y la pieza de reseccién quirtrgica
tras tratamiento. Por un lado se considera
la heterogeneicidad dentro del desarrollo
neoplasico como una causa que justifique
esta variabilidad'"®. Otros factores pue-
den ser la fijacion 6ptima en la biopsia por
su tamaio menor. Tampoco se puede olvi-
dar la variabilidad debida exclusivamente
a la técnica inmunohistoquimica pues la
tincion se realiza con minimas diferencias
por que no se realizan en la misma fecha.

Todos estos factores influyen de igual
manera sobre el grupo con tratamiento y
sobre el grupo sin tratamiento. Como
observamos diferencias significativas
entre ambos grupos debemos descartar
estas causas como justificacion de la dife-
rencia.

En el estudio realizado resulta evidente
la gran variabilidad en la expresién de RE y
RP entre el grupo sometido a tratamiento
neoadyuvante frente al grupo control Para
tratar de justificar la diferencia significati-
va halladas entre el grupo con tratamiento
vs grupo sin tratamiento para los RE y RP,
consideramos que el tratamiento neoadyu-
vante es el Ginico factor que puede valorar-
se como causa de dichas diferencias®*.

Concluimos, que es evidente que se
producen cambios en la expresion de RE,
RP y c-erbB2 después del tratamiento neo-
adyuvante. Estos cambios pueden provo-
car la necesidad de modificacién terapéu-
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tica®"'*1*#2  Por ello, recomendamos que
se realice el estudio completo de marcado-
res biologicos antes y después del trata-
miento neoadyuvante. Nuevos estudios de
los cambios en los marcadores biologicos
inducidos por la quimioterapia nos condu-
cird a una mejor comprensién del cancer
de mama.
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