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RESUMEN

La inmunohistoquimica en nuestro pais tiene un desarrollo aproximado de 15
afos, y es la metodologia mas difundida para evaluar la presencia de RE y RP. En la
mayoria de los Servicios de Patologia se usan el indice H y el Porcentaje de Positividad
para la evaluaciéon de receptores hormonales en cancer de mama, este sistema requiere
de tiempo y meticulosidad por parte del evaluador, dicha escala de evaluacién ha
demostrado ser muy eficaz. Una reciente innovacién es la introduccion del indice de
Allred, el cual lleva menos de dos afios practicandose en nuestro medio, sin que se haya

establecido sus ventajas comparativas con el método convencional de interpretacion.

En este estudio se validé un sistema de evaluacion de pruebas de laboratorio con
un estudio correlacional — transversal para la comparacion de la eficiencia de la utilizacion
de las Escalas de Allred e indice H, con las cuales se valora la presencia de receptores

de estrogenos y progesterona mediante técnicas de inmunohistoquimica.

Se analizaron 90 casos que han sido procesados y diagnosticados como
Carcinomas Ductales Invasores en el Servicio de Patologia del Hospital Oncolégico Solén
Espinosa Ayala, durante el afo 2009. Dichos casos fueron reevaluados por tres
patdlogos, uno del Hospital Oncoldgico “Soldn Espinosa”, otro del Hospital “Carlos
Andrade Marin” y un Patdlogo independiente, todos ellos aplicaron el mismo sistema de
escala de Allred y el indice H, en un sistema de ciego, donde se alternd las laminillas
histoldgicas, sin poder correlacionarlas ni conocer los resultados ya establecidos entre los

evaluadores.

El promedio de edad de las 90 mujeres cuyos tumores fueron analizados fue de
56 afios, con un rango entre 20 y 85 afios, con sélo dos casos (2.2%) por debajo de los

35 anos.

Se establecieron 13 casos (14.5%) de tumores bien diferenciados, SBR |, 61
casos (67.7%) de tumores moderadamente diferenciados SBR Il y 16 pacientes (17.7%)

con tumores SBR III.

Se observd una evolucion favorable de las pacientes con el tratamiento en 50

casos (55.55), desfavorable en 32 casos (35.55%) y fallecimiento en 8 casos (8.9%),



correspondiendo al 9.8% de las pacientes con SBR Il y 12.5% de las pacientes con SBR
[l

Se ubicaron a 10 (11.11%) pacientes en estadio clinico I; 8 (8.88%) en estadio
clinico II; 21 (23.33%) en estadio lll y 7 (7.77%) en estadio clinico IV, segun la extension
del tumor determinado por la escala internacionalmente validada TNM. Sin embargo, no

se pudo clasificar al 49% de las pacientes.

Se observé una evolucion desfavorable en el 60% de las mujeres estadio |, 25%
de las que estaban en estadio Il, 14% de las de estadio Ill y 56% de las de estadio 1V,
estableciéndose una sobrevida promedio de 2 afios 3 meses, que disminuye a 1 afo 6
meses cuando el SBR es lll, o menos de 1 afo cuando el estadio clinico es IV, con una
clara incidencia de estos dos factores en la mortalidad y la respuesta terapéutica, en
cuatro afios de seguimiento (2007-2011). La razén por la que se pretende hacer una
evaluacion del paciente en la supervivencia parte de la observacién, de que pacientes
tratados con la misma técnica operatoria, con las mismas o semejantes terapias
coadyuvantes, evolucionan en forma diferente, lo que induce a pensar en la existencia de
factores que determinen que el prondstico sea favorable o desfavorable en este tipo de
neoplasias, pudiendo ser en nuestro pais el principal factor la adherencia al tratamiento,
este se refiere al cumplimiento y constancia para mejorar la calidad de vida, es decir,
tomar la medicacion de acuerdo con la dosificacién y el programa prescrito; para evitar la

persistencia.

Se obtuvo como resultado evaluando con indice de Allred, receptores de
estrogenos una sensibilidad de 94%, especificidad de 80.6%, un valor predictivo positivo
del 90% y un valor negativo del 89%. En receptores de progesterona, sensibilidad de
94%, especificidad del 75%, un valor predictivo positivo del 85% y un valor predictivo

negativo del 90%.

El tiempo promedio de realizacién del estudio fue de entre 5+2.3 y 8.35+3.08
minutos cuando se aplicé indice H, segun la experiencia del observador frente a 1.08+0.3
y 1.1+0.3 minutos en indice de Allred, independientemente del tipo de receptor hormonal

que se estaba analizando (p<0.005).



La reproducibilidad interobservador para la evaluacion de RH tuvo un valor del
87.5% en reproducibilidad simple para las 2 escalas y de en reproducibilidad compleja de
73% en indice H y 75% en indice Allred.

La Sensibilidad calculada fue muy alta para RE y RP con un 94%, mientras que la

especificidad para calculada para RE es de 80.6% y para RP un 75%.

El valor predictivo positivo para RE fue de 90% mientras que en RP es de 85%, y

para el valor predictivo negativo el resultado para RE es de 80.6% y de RP es 75%.



ABSTRACT

In our country Histochemisty has been used for about 15 years and it is the most
spread methodology to evaluate the presence of “ER” and “PR”.Most pathological
services use “H score” and positive percentage to be able to evaluate breast cancer
hormonal receptors. This system requires time and thoroughness by the evaluator. Such

evaluation has shown to be very efficient.

The introduction of the “Allred score” which is a recent innovation, has been used
for 2 years in our environment, however no comparative advantages have been

established in relation to the conventional method of interpretation.

This study validated different ways of reporting laboratory tests with a transversal —
correlational study that compared the use of Allred score and the H score which help to
value the presence of estrogen and progesterone receptors by means of histochemical

techniques.

Ninety cases were analyzed which were diagnosed as invasive carcinoma at the
“Hospital Oncoldgico Solon Espinoza” pathology department in 2009. Those cases were
reevaluated by three pathologists. One of them from the “Hospital Carlos Andrade Marin”,
the other from the hospital mentioned above and third one from the private sector. All of
them applied the very same scales under a double blind system where the histological
slates were altered. Without being able to know the pre - established outcomes among

the evaluators.

The woman's average age whose tumors were analyzed was 56 with a range

between 20 — 85. Only two cases were under 35 years of age.

Thirteen (14, 5%) well differentiated cases were,SBR |, 61 cases (67,7%)
moderately differentiated SBR Il and 16 patients (17,7%) SBR IIl tumors.

A favorable outcome was observed in 50 cases (55,55%), unfavorable, in 32 cases
(35,55%) and deaths in 8 cases (8,9%) which corresponds to (9,8%) of patients with SBR
Il and 12,5% with SBR III.



Ten patients (11,11%) were placed in clinical stage |, 8 (8,88%) in clinical stage II,
21 (23,33&) in clinical stage Il and 7 (7,77%) in clinical stage IV, depending on how
spread was the tumor determined by the “TNM” international scale, however 49% of the

patients were not classified.

There was an unfavorable evolution in 60% of woman under clinical stage |, 25%
in stage Il, 14 % belonged to clinical stage Il and 50% to clinical stage IV, an average of 2
years and 3 month survival was established which decreased to 18 month survival period
with SBR IIl or less than a year, when the clinical stage IV which determinated an
increased incidence in the mortality rate and also as far as therapeutic response is
concerned, along a 4 year period of follow up (2007 - 2011).The reason to evaluate the
patient survival after the surgery is due to patients treated with the same surgery
technique with the same or similar therapy aids, evolved differently. It suggests the
existence of factors that determine the prognosis as favorable or unfavorable in
this neoplasm. It may be the main factor adhesion to the treatment in order to accomplish
improvement in their quality of life, by taking the medication according to the dosage

indicated and in this way avoiding the persistence.

With the Allred score it was obtained: 94% sensitivity and 80, 6% specificity with a
90% positive predictive value and 89% of negative predictive values for Estrogen
Receptors. For Progesterone Receptors 94% sensitivity, 75% specificity, 85% positive

predictive value and a negative predictive value of 90%

The mean time of lecture using the H Score technique was between 5+2.3 and
8.35+3.08 minutes against 1.08+0.3 and 1.1£0.3 minutes when the Allred score was used,

independently of the hormonal receptor that was being analyzed (p<0.005).

The interobserver reproducibility value for HR was of 87, 5% in simple
reproducibility for the two scales and of 73% with the H score and of 75% with the Allred

score in complex reproducibility.

The calculated sensitivity was very high for both ER and PR: 94% while the
specificity for ER was 80.6% and for PR was 75%

The positive predictive value for ER was 90%, on the other hand, for the negative

predictive values, the result for ER was 80, 6% and 75% for PR.



INTRODUCCION

El cancer de mama es un importante problema de salud publica debido a que su
incidencia es la mas alta entre los tumores malignos de la mujer. Se estima que una de
cada ocho mujeres sera diagnosticada de cancer de mama en su vida y una de cada
treinta morira por esta causa lo que explica la importancia de la busqueda constante de

nuevos factores prondsticos para un mejor control de la enfermedad.

En nuestro pais segun datos el cancer de mama ocupa el puesto 15 dentro de las
principales causas de mortalidad femenina, correspondiendo al 1.4 % de los casos.
(INEC, 2001)

Su prevalencia entre 1998 y el 2002 ocup6 el segundo lugar con un 27% del total
respecto a otros tipos de cancer. En el 2002 la incidencia de cancer de mama ocup¢ el
tercer lugar después del invasor de cuello uterino y de estdmago. Pero en el 2004 se
ubicé en el primer lugar con 33.7 %, seguido por el cancer invasor de cuello
uterino.(RNT, 2004)

En el 2005 la tasa de incidencia es de 35,8 y la tasa estandarizada de 40,8, es decir
que casi se ha duplicado en veinte anos, pues en 1985 era de 17,4 y 253

respectivamente.

Esta tasa la ubica como el tumor mas frecuente de las mujeres de Quito, que
ademas sigue ocupando el primer lugar cuando se compara con otras regiones del
Ecuador.(RNT, 2004)

En la actualidad para el manejo clinico, establecer el prondstico y la terapéutica en
cancer de mama, se necesita la determinacion de factores prondsticos y muy
especialmente de los receptores hormonales (RH). Estos parametros biolégicos ademas
de corroborar la heterogeneidad de la enfermedad, funcionan como armas indispensables

para disefar los tratamientos personalizados.

Se ha logrado la identificacién de nuevos marcadores tumorales que permitiran
reducir la mortalidad al identificar a las mujeres en riesgo de contraer la enfermedad,
predecir el pronéstico de las pacientes y evaluar posibles respuestas a diferentes

terapias.



Diferentes sistemas de puntuacién existen para la evaluacion de receptores
hormonales por IHQ en cancer de mama. Algunos de los mas utilizados son el indice H y

la puntuacion Allred.



CAPITULO |

1. MARCO REFERENCIAL

1.1. PROBLEMA

Molina sostiene que en la evaluacion del prondstico y la eleccion de la terapéutica,
la presencia de Receptores Estrogénicos (RE) y Receptores de Progesterona (RP) se
relaciona con el intervalo libre de enfermedad independientemente de la edad,
menopausia, tamafo tumoral o afectacién de ganglios axilares. Habiéndose demostrado
que las pacientes RE positivo tienen intervalos libres de enfermedad mas prolongados y

por tanto mejor calidad de vida. (Molina, 2001)

Las pacientes con cancer de mama pueden o no presentar estos receptores en
las células tumorales siendo asi importante la determinacion de estos ya que es de gran
utilidad permitiendo elegir el tratamiento con terapia hormonal, si estan presentes o con

quimioterapia si estan ausentes.

La metodologia mas difundida para evaluar la presencia de RE y RP es la
Inmunohistoquimica (IHQ) que en nuestro pais tiene un desarrollo aproximado de 15
afos con pocos centros dedicados a su implementacion y desarrollo. Esta técnica
requiere personal debidamente entrenado tanto para su ejecucion como para su
interpretacion. A efectos de estandarizar estos parametros, las casas comerciales han
desarrollado estuches de reactivos cada vez mas simplificados y métodos de lectura e

interpretacion mas sencillos.

En la mayoria de los Servicios de Patologia se usan el indice H y el Porcentaje de
Positividad para la evaluacion de receptores hormonales en cancer de mama, un sistema
que requiere meticulosidad y consume mucho tiempo para el evaluador, pero que ha
demostrado ser eficaz. Una reciente innovacion es la introduccién del indice de Allred, el
cual lleva menos de dos afos practicandose en nuestro medio, sin que se haya

establecido sus ventajas comparativas con el método convencional de interpretacion.

Cabe preguntarse entonces, ¢ Cual es la eficiencia de las escalas de evaluacion
de Alred e indice H para la determinacién de receptores hormonales por

Inmunohistoquimica en Carcinoma Ductal Invasor de Mama?



1.2. JUSTIFICACION

El cancer de mama es el que se diagnostica con mayor frecuencia en las mujeres

y la causa mas comun de muerte por cancer en todo el mundo.(Parkin, 2002)

Los datos mas recientes de LA Agencia Internacional de Investigaciones sobre el
Cancer (IARC ) con relacion a la morbilidad mundial del cancer de mama corresponden a
2002; en ese afo se calcula que se diagnosticaron aproximadamente 1.150.000 casos
nuevos y hubo aproximadamente 411.000 defunciones por esta causa (35.73%).(IARC,
2007)

La carga creciente del cancer de mama en los paises de bajos recursos exige
estrategias de adaptacion que puedan modificar el hecho, muy comun, de que la
enfermedad se diagnostica en un estadio en que el prondstico es desfavorable. (Smith,
2005)

Las mujeres de grupos menos favorecidos econdémica y socialmente tienen
mayores barreras de acceso que determinan la presentacién de canceres mas
avanzados y mayores demoras en el tratamiento y en su adherencia.

La inadecuada adherencia conlleva consecuencias graves como:
e Empeora la calidad de vida de la persona.
¢ Impide el control de la enfermedad.
¢ Genera una mayor probabilidad de recaidas y agravamiento.
¢ Puede inducir a la aparicion de efectos secundarios o intoxicaciones.
e Puede aumentar las posibilidades de fallecimiento.
e Desde un punto de vista médico, puede hacer que los tratamientos lleguen a ser
ineficaces por la aparicion de resistencias o favorecer la mayor virulencia de la

enfermedad.

También la IARC, comparé la tasa de incidencia del cancer de mama en las
mujeres ecuatorianas con las incidencias mundiales, y observa que, el riesgo de

enfermar es sensiblemente inferior, ocupando el puesto 55 entre 61 paises.

El RNT registra que el riesgo de cancer de mama en nuestro pais se incrementa
notablemente a partir de los 45 afios de edad y adquiere los valores maximos a los 60

afnos, a partir de los cuales disminuye levemente.



La mayor parte de los diagndsticos en patologia mamaria se resuelven con éxito

con la evaluacién de la morfologia a través de la hematoxilina eosina. (Acosta, 2009)

Sin embargo la complejidad, variedad y la superposicion de cuadros morfolégicos
de muchas de las lesiones benignas y malignas generan un problema de interpretacion

en donde las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) ayudan a definir un diagnéstico.

Adicionalmente se realizan “examenes de extension” como tomografias,
radiografias o0 gammagrafias con el objeto de verificar la extensién tumoral y el

compromiso de otros érganos, lo que determina el estadio clinico de la paciente.

Para evaluar el prondstico del cancer de mama, sedescriben parametros que
predicen la evolucion o agresividad del mismo, entre estos cabe mencionar: el estado de
los ganglios linfaticos axilares, el tamafio del tumor, el grado histolégico, el grado nuclear,
el estadio clinico, la edad de la paciente, la sobrevida y el intervalo libre de
enfermedad.(Molina, 2001)

Actualmente se realizan pruebas de Inmunohistoquimica (IHQ) con determinacion
de marcadores tumorales de valor prondstico y decisivos al momento de elegir la

terapéutica mas adecuada al subtipo tumoral.

Todo lo mencionado determina una enorme demanda de recursos econémicos
institucionales, familiares y personales que hacen del cancer de mama una enfermedad
altamente costosa, un calculo aproximado determina que cada paciente tiene gastos de
entre 8000 y 35000 USD directamente relacionados con el diagndstico, tratamiento y

seguimiento de esta enfermedad hasta morir de ella o declararse “curada”.

La evaluacion de la expresion inmunohistoquimica de receptores hormonales
juega un importante papel en el diagndstico, pronédstico y la eleccion del tratamiento mas
adecuado, lo que repercute evidentemente en costos y mas aun en la calidad de vida de
las pacientes aquejadas por esta enfermedad, de ahi la necesidad de verificar que sus

mecanismos de evaluacién(indice H e indice de Allred) sean los mas adecuados.
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. OBJETIVOS

2.1. GENERAL

Comparar la eficiencia entre las escalas de evaluacion de Allred e indice H para
expresion de Receptores de Estrogenos y Progesterona por Inmunohistoquimica en

Carcinoma Ductal Invasor de la glandula mamaria.

2.2. ESPECIFICOS

Validar el uso sistematico de la Escala de Allred para la evaluacion de receptores
hormonales por inmunohistoquimica en Carcinoma Ductal Invasor (CDI) de glandula

mamaria

Establecer la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de las escalas de
evaluacién de Allred e indice H en la identificacién de Receptores Hormonales de

Estrégenos y Progesterona por Inmunohistoquimica.
Evaluar la evolucion clinica de las pacientes con CDI que recibieron hormonoterapia
segun los valores obtenidos con las escalas de evolucion de receptores hormonales

Allred e indice H

Comparar los tiempos de ejecucién de las evaluaciones de receptores hormonales

por inmunohistoquimica realizados con las escalas de Allred e indice H.

Determinar la reproducibilidad de las escalas de evaluacion de receptores hormonales
Allred e indice H.
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3. HIPOTESIS

La escala de evaluacion de Allred es mas eficiente en comparacion con la escala

de evaluacion del indice H para establecer la expresién de receptores de estrégenos y

progesterona por Inmunohistoquimica en carcinoma ductal invasor de la glandula

mamaria, en términos de sensibilidad, especificidad, valores predictivos, tiempo de

ejecucion de la prueba, reproducibilidad e impacto sobre la eficacia de la hormonoterapia,

en relacion con el estadio clinico-patolégico y el grado de diferenciacion histologico

tumoral.
3.1.  IDENTIFICACION Y TIPOS DE VARIABLES
VARIABLE GENERAL | VARIABLE ESPECIFICA ESCALA | CATEGORIA INDICADOR
Método de Evaluacion | Escala de Allred 0 = ninguno
1=>0a1/100 Proporcién (PS)
2=>1/100 a 1/10
3=>1/010a1/3
4=>1/3a2/3
5=>2/3al
0 = ninguno
1 = débil Intensidad
2 = intermedia (1S)
3 = fuerte
0-2=Negé. Score Total
30+=Pos. TS=PS+IS
Débil X 1 Evaluacion Nuclear
Moderada X 2 Positividad
ndice H Fuerte X 3 (%)
0-300 Score Total
Eficiencia de la prueba Resultados confiables y validos | 0- 100 Sensibilidad
0-100 Especificidad
Reproducibilidad +0- Valor predictivo
0-10 Tiempo (minutos)
10-20 Simple
200+ Compleja
Impacto Clinico Efecto Terapéutico Favorable Condicion del paciente
Desfavorable
Extension del tumor Estadio TNM
Tex= No determinado | T tamafio o caracteristicas

T0= Sin evidencia

Tos= Carcinoma in situ

del tumor.
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T 1=Tumor < de 2cm
T 2=Tumor > 2 cm, perono >5cm
T 3=Tumor >5cm

T 4= Tumor cualquier tamafio

Grado de

diferenciacion tumoral

Grado histolégico

Formacion Ductular
1=>75%

2=10-75%

3= <10%

Grado nuclear

1= uniforme

2 = prominente

3 =agrandado

# de Mitosis

1=<10

2=10-20

3=>20

GX=no puede ser medido
G1=bien diferenciado
G2=moderadamente diferenciado

G3= pobremente diferenciado

SBR
(Scarff Bloom Richardson)

RESULTADO

13



CAPITULO Il

4. MARCO TEORICO

4.1. ANATOMIA

La mama es una glandula cutanea que se desarrolla a partir de un engrosamiento
en banda de la epidermis, a lo largo de una linea que va desde la axila hasta la region
inguinal. La mama en la mujer se implanta en un espacio que va desde la segunda hasta
la sexta costilla y desde el estern6n hasta la axila, sobre los musculos pectorales
menores. Su volumen y forma ofrecen amplias variaciones individuales, raciales y segun
la situacion hormonal de la mujer. Asi, se desarrollan en la pubertad, incrementan su
tamano en el embarazo y se atrofian en la postmenopausia. Existe también variacion de

tamano segun el momento del ciclo menstrual. (Pardo, 1996)

Misculo pectoral meyar

Mdsculo pectoral menar
Tejide adiposo
Lébules mamarios,

plémdulea
Canductos galactifores

Tejido blando

Loahilkas

4.2. HISTOLOGIA

La mama esta formada por parénquima de epitelio especializado y estroma que

da lugar a lesiones benignas y malignas especificas de este érgano. (Kumar, 2005)
El parénquima mamario o tejido glandular de la mama esta compuesto por 15 0 20

glandulas tubulares ramificadas que desembocan a nivel del pezén a través de sus

conductos galactéforos principales de forma separada. Los conductos galactoforos
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principales presentan una dilatacion virtual llamada seno galactéforo que se dilata cuando

la glandula se vuelve funcionante en la lactancia.

Los conductos galactoforos son dilataciones ductales a modo de reservorios
situados inmediatamente por detras del pezén. Conjunto de estructuras arboriformes o
ramificadas, tubulares y huecas, cuyas luces confluyen progresivamente en canaliculos
mas y mas gruesos hasta terminar en uno de los 12 a 18 galactéforos. Los conductos
galactoforos (ductos principales) se dividen dando lugar a conductos, a partir de estos
forman los conductos mas finos llamados conductos lobulillares que desembocan en los
acinos glandulares, donde se localizan las células productoras de leche. Los acinos y
conductos estan revestidos por una hilera de epitelio cubico secretor rodeado de una

capa de células mioepiteliales.

Estructuras glandulares en la mama no lactantes, representacion

esquemaética

Glandulas
de Montgomery
s, /-'j Lobulillos giandularas
Pezdn ,_-;@ __ . _--- Conducto terminal

L

LA = ﬁ E,

. ---_f’__?fj/g;? G ) B TH_
e i e e
—_—__——=—< | &

Conducto \ * Sénos
excretor ' galactoforos
mamilar '\ Adipocito---

\ =

% -

Célula mioepitelial

Conducto terminal -—\' ’ v
N Células epiteliales

™ de los tubuloalvéolos
Tejido conjuntiva ™ L
intral lillar -=-=~ b
InhaipbaRar 1- - - Capilar sanguineo

Tajido conjuntivo . ___

interlobulillar ) Gl

--- Plasmacito

(Welsch, 2009)

Los conductos y lobulilos se encuentran revestidos por los siguientes

componentes:

e Células secretoras cilindricas bajas
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Son las células productoras de leche. Delimitan una luz glandular amplia en la que
vuelcan su producto de secrecion, son células de epitelio cubico. Los nucleos son
redondeados y ocupan la regién media de las células. Estas células epiteliales de
revestimiento pueden aparecer escasamente desarrolladas con aspecto aplanado en los

conductos mas pequenos, haciéndose cubicas o cilindricas en los de mayor calibre.

e Células mioepiteliales
Son aplanadas, levemente fusiformes. Se localizan alrededor del conducto, por
dentro de su membrana basal. Estas células mioepiteliales localizadas en la base del

complejo areola- pezén.

¢ Epitelio estratificado pavimentoso
Se localiza revistiendo los conductos galactéforos en su desembocadura en el

pezén a modo de prolongacion de la epidermis.

El interior de la mama se tapiza de un epitelio cilindrico estratificado, rodeandose
de tejido conectivo con fibras elasticas. Estos grandes conductos galactéforos se van
ramificando en conductos de mediano (epitelio cilindrico monoestratificado) y de pequeno
calibre (epitelio cubico monoestratificado) hasta que alcanzan los acinos glandulares,

donde se localizan las células cilindricas secretoras de leche.

El tejido conjuntivo o conectivo esta constituido por la sustancia fundamental con
fibras de colageno y elasticas junto a distintos elementos celulares: histiocitos, linfocitos,

fibroblastos y células plasmaticas.

El pezdon corresponde a una eminencia cilindro-cénica formada por tejido
conectivo, con algunas fibras musculares lisas. Esta revestido por piel, al igual que la
areola, de color rosado que aumenta de coloracidon haciéndose oscura tras los
embarazos por el pigmento depositado. Contiene numerosas glandulas sebaceas y
sudoriparas, que se hipertrofian durante el embarazo formando unas elevaciones

denominadas tubérculos de Montgomery. (Tapia, 2008)

4.3. FISIOLOGIA

La funcion principal de la glandula mamaria es la de producir leche para alimentar

y proteger al nifio después del nacimiento. La glandula mamaria constituye la
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caracteristica fundamental de los mamiferos quienes alimentan a sus crias con el

producto de su secrecién. (Valdés, 1994)

4.3.1. Desarrollo de la Glandula Mamaria

La embriogénesis de la glandula mamaria comienza entre las 18 y 19 semanas de
vida intrauterina, periodo en que se puede identificar brotes mamarios epidérmicos que
penetran al mesénquima subepidérmico en la region anterior del térax, en la denominada
"linea de la leche". Simultdneamente, parte del mesénquima se extiende bajo la dermis
para formar el cojinete graso y los conductos se extienden, ramifican y canalizan hasta
formar el sistema ductal mamario rudimentario presente en el recién nacido.(Pechoux,
1994)

Durante el periodo neonatal puede producirse escasa secrecion lactea, producto
del estimulo de prolactina materna liberada por la supresion de los esteroides

placentarios después del parto. (Neville, 1999)

Durante el periodo prepuberal las vesiculas mamarias se transforman en
conductos, por crecimiento longitudinal y ramificacion, sin que sea posible reconocer
lobulillos. Con anterioridad al inicio de la menarquia, el tejido mamario rudimentario
permanece inactivo y las glandulas mamarias solo crecen en forma isométrica con el
cuerpo, sin presentar modificaciones estructurales. Durante el desarrollo puberal en la
nifa, entre los 10 y 12 afos de edad, se inicia el funcionamiento del eje enddécrino
hipotalamo-hipofisis-ovario. Los foliculos ovaricos inician la secrecién de estrogenos, que
sumados a un factor que probablemente sea la hormona de crecimiento, determinan el
crecimiento de los brotes epiteliales y la maduracion de la glandula mamaria. (Ceriani,
1974)

El desarrollo mamario durante el ciclo menstrual se caracteriza por cambios
ciclicos que reflejan las variaciones hormonales. El estrégeno estimula la proliferacién del
parénquima con la formacion y ramificacion de los conductos. La progesterona en la fase
lutea favorece la dilatacién de los conductos y la diferenciacion de las células lobulillares
preparandoles para la secrecién. Estos cambios no regresan con la menstruacion, lo que

permite a la mama continuar su desarrollo durante la edad adulta. (Neville M. , 2001)
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El periodo inicial del embarazo se caracteriza por una gran proliferacion de los
elementos epiteliales y del sistema de conductos, por una gran actividad mitética en los
acinos y la formacion de nuevos acinos. Entre la 5a y la 8a semana de gestacion se
aprecian cambios visibles en las mamas: aumentan notablemente de tamano, se sienten
mas pesadas, se intensifica la pigmentacion de la areola y el pezén y se dilatan las venas
superficiales. Al final del primer trimestre aumenta el flujo sanguineo por dilatacién de los
vasos sanguineos y neoformacion de capilares alrededor de los lobulillos. El crecimiento
de la mama continua durante toda la gestacion. Después de las 20 semanas, cesa la
proliferacion del epitelio alveolar y las células inician su actividad secretora. Los acinos
estan formados por una sola capa de células epiteliales cuboideas o cilindricas bajas,
organizados en lobulillos, cada uno de los cuales tiene la capacidad de producir leche
completa. Las células mioepiteliales que rodean al lobulillo se alargan y adelgazan.
(Valdés, 1994)

Inmediatamente después del parto, la mama produce calostro (rico en proteinas),
que se trasforman en leche en los primeros 10 dias a medida que caen los niveles de
progesterona. Al cesar la lactancia, los lobulillos regresan y se atrofian y la mama

disminuye notablemente de tamafo. (Kumar, 2005)

Después de la tercera década de vida, bastante antes de la menopausia, los
lobulillos y sus estromas especializados empiezan a involucionar. Los lobulillos pueden
practicamente desaparecer en mujeres muy ancianas dejando solo conductos, para crear

un patrén morfolégico muy parecido a la mama masculina. (Kumar, 2005)

Recién Adolescente Adulta Adulta Adulta Adulta Pos-
nacida no lactante embarazada lactanta posdasiate menopausia

(Eynard, 2008)

Se han definido distintos tipos de hormonas como factores importantes en el
desarrollo mamario. Entre éstas, se encuentran hormonas ovaricas (estrogenos y

progesterona), adrenales (glucocorticoides), pituitarias (prolactina y hormona de

18



crecimiento), tiroideas y durante el embarazo, las placentarias (esteroides y lactégeno
placentario). En los diferentes periodos de desarrollo de la glandula mamaria se han
detectado niveles elevados de estrogenos y progesterona circulantes. Los estrégenos
son responsables de la formacién de depésitos de grasa, desarrollo del estroma y
crecimiento de un amplio sistema de conductos, La progesterona y la prolactina estimulan

el crecimiento y funcionalidad de los lobulillos y acinos. (Petersen, 1987)

4.3.2. Patologia tumoral maligna de la Glandula
Mamaria

El cancer de mama femenino es un problema de salud publica de primer orden a
nivel mundial, especialmente en los paises de nivel econémico-social alto-medio, debido
a su frecuencia (20-25% de todos los canceres femeninos), alta predisposicion a
padecerlo (5-10% con una expectativa de vida de 74 anos) y a su alta mortalidad (10%)
entre los 35 y 55 afos, practicamente estable a pesar del refinamiento de las técnicas de

diagnostico precoz y a la investigacion terapéutica. (Ernster V, 2000)

Este tipo de neoplasia esta fuertemente relacionada con la edad. Sélo el 5% de

todos los canceres de mama ocurren en mujeres menores de 40 afios de edad.

Las tasas de incidencia tienden a ser mas elevadas en los paises de altos
recursos y mas bajas en los paises de bajos recursos. Por el contrario, las tasas de

letalidad tienden a ser mas altas en los paises de bajos recursos.

Estos datos reflejan mas que un incremento en la incidencia en los paises
desarrollados, una mejor metodologia diagndstica, de la que adolecen los paises en vias

de desarrollo.

Una caracteristica comun a todas las regiones del mundo es la observacién de
que, en muchos paises, las tasas de incidencia del cancer de mama van en aumento.
También queda claro que hay una creciente disparidad en las tendencias a largo plazo de
la mortalidad; en algunos paises, la mortalidad esta aumentando en forma paralela a la
incidencia, en tanto que en otros esta disminuyendo a pesar de una incidencia cada vez
mayor, una diferencia que tal vez pueda atribuirse al efecto combinado de una deteccion

precoz y un tratamiento eficaz.(Smith, 2005)
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4.3.3. Fisiopatogénia

El Cancer de la Glandula Mamaria es una neoplasia maligna caracterizada por
proliferacion celular excesiva, desdiferenciacion, mutabilidad genética, invasividad tisular

y capacidad metastasica a tejidos distantes. (Dickson, 1992)

Se sabe en la actualidad que la transformaciéon maligna de las células normales se
debe a la alteracidon de dos tipos de genes: los proto-oncogenes y los genes supresores

tumorales.

Los proto-oncogenes son componentes celulares normales que tienen funciones
importantes en el crecimiento, desarrollo y diferenciacién celular, mediante el estimulo del
progreso del ciclo celular y que se convierte en oncogenes y producen cancer cuando se
altera su estructura o funcion ya sea mediante mutaciones o a través de rearreglos

geneéticos.

Los genes supresores tumorales o antioncogenes son también componentes
celulares normales que codifican proteinas necesarias para que las células regulen o
inhiban la progresién a través del ciclo celular. Se sabe que se requieren dos mutaciones
0 mas para transformar una célula normal en anormal. La primera mutacién convierte a la
célula en susceptible y puede establecerse en forma precigética o sea heredado por
alguno de los padres. La segunda mutacién no es heredada, sino adquirida durante el

decurrir de la vida de la mujer.

Se estima que una mujer vive hasta la edad de 85 afios, presenta de una a nueve
posibilidades de desarrollar cancer de mama, sin embargo, este riesgo no es homogéneo
para toda la poblacion, ya que mientras algunas mujeres nunca desarrollan cancer de

mama, para otras el riesgo es mayor.(Singletary, 2003)

La etiologia del cancer de mama aun es desconocida, sin embargo se conocen
algunos factores de riesgo que aumentarian la probabilidad de que una mujer
desarrolle cancer. Se considera que el 95% de las mujeres tiene al menos un factor

de riesgo.

Dentro de éstos factores se encuentran: el genético, al cual se le atribuye ser

responsable directo de aproximadamente 5-10% de todos los carcinomas de mama,
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para lo que se han identificado dos genes supresores tumorales relacionados con el
cancer de mama (BRCA-1 y BRCA-2); los factores hormonales sexuales endégenos,
siendo el exceso de estrogeno enddgeno un claro factor de riesgo; y los factores
ambientales, que se han considerado debido a las diferencias encontradas en la

incidencia del cancer en grupos homogéneos genéticamente. (Chacaltana, 2003)

4.4. FACTORES DE RIESGO

Las investigaciones han demostrado que existen varios factores de riesgo que

pueden aumentar las posibilidades de contraer cancer de mama. Algunos factores que

aumentan el riesgo de cancer de mama son:

a)

b)

Edad: es uno de los factores de riesgo mas documentado y se estima que la
incidencia de cancer de mama es baja en mujeres menores de 25 anos (< 10 casos
por 100,000) e incrementa mas de cien veces a partir de los 45 afos.(Dumitrescu,
2005)

Aspectos Hormonales: la exposicion de la glandula mamaria a las hormonas
sexuales, especialmente estrogenos, es uno de los factores de mayor riesgo para el
desarrollo de cancer, y se determina mediante diversas variables, entre las cuales se
encuentran; la edad temprana de la menarquia, el primer embarazo, el niumero de
embarazos, cantidad y duracién de los periodos de lactancia, menopausia tardia, asi
como la ingesta de hormonas sexuales exogenas, usualmente utilizadas como
método de control prenatal y/o terapia de restitucion  hormonal

postmenopausica.(Antoniou, 2006)

Estos factores determinan el tiempo de exposicién a la accion estimulante de la
proliferacion celular que ejercen los estrégenos y que algunos autores han designado
como “La ventana estrogénica” Se refiere al tiempo en que una mujer esta expuesta a
una estimulacién hormonal que pudiera aumentar el riesgo de cancer de mama. Una
ventana estrogénica prolongada es un factor de riesgo para que una mujer desarrolle
esa enfermedad sea cuando mas precoz haya sido su menarquia y mas tardia su

menopausia; hay mas riesgo.

Estilo de Vida: Dieta.- la ingesta de alcohol, deficiencia de folatos; una dieta rica en

carcindgenos quimicos, una alta ingesta de carnes rojas bien cocidas, acidos grasos
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insaturados. Otros de los factores de riesgo incluyen la obesidad y la disminucion en

la actividad fisica o sedentarismo.(Tretham-Dietz, 2006)

d) Factores genéticos e historia familiar: uno de los factores de riesgo mas importantes
para el desarrollo de cancer de mama es el antecedente previo de un familiar
afectado, y el riesgo es estimado en funcién al tipo de cancer, grado de parentesco
del familiar afectado, edad de aparicién y numero de familiares afectados.(Thull. DI.,
2004).

Aunque la mayoria de los casos de cancer de mama sean probablemente
esporadicos, en el siglo pasado ya se observo la existencia de un agrupamiento de

casos de cancer de mama en algunas familias.

Gracias al desarrollo de la genética molecular y a su influencia en el ambito de la
Medicina, en la ultima década se ha asumido la existencia de una predisposicion
heredada al cancer de mama, que explicaria la existencia de numerosos casos en una

misma familia.

4.5, CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CANCER DEL
MAMA

La siguiente es una lista de las clasificaciones histologicas del cancer de mama.

a. Tumores Malignos Epiteliales:
. Carcinoma NOS, (sin otra especificacion).
. Ductal.

Intraductal (in situ).

Invasor
. Lobulillar.
In situ.
Invasor.
. Medular.
. Mucinoso (coloide).
. Papilar.
. Tubular
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. Carcinoma Metaplasico

. Pezon.
Enfermedad de Paget, NOS.
Enfermedad de Paget con carcinoma intraductal.
Enfermedad de Paget con carcinoma ductal invasor.
. Carcinoma no diferenciado.
b. Tumores Mixtos Malignos:
. Tumor Phylodes Maligno
. Carcinosarcoma:
C. Tumores Estromales Malignos (Sarcomas)
. Angiosarcoma
. Liposarcoma
. Rabdomiosarcoma
. Leiomiosarcoma
. Histiocitoma Fibroso Maligno
d. Tumores Malignos Linfoides:

Linfomas

4.6. CARCINOMA DUCTAL

Es sin duda el mas comun de los tipos histoldgicos (aproximadamente 75% de los
canceres de mama), Estos tumores son duros a la palpacién y habitualmente
metastatizan a los ganglios linfaticos axilares lo que implica un peor pronéstico en

comparacion con otros tipos histolégicos. (Patchefsky, 1989)

Estos carcinomas presentan dureza pétrea al tacto y una resistencia arenosa,

suelen presentarse como un nédulo solitario y en ocasiones con microcalcificaciones.

46.1. Carcinoma Ductal in situ

Consiste en células epiteliales malignas confinadas a los conductos mamarios, sin
evidencia microscopica de invasion a través de la membrana del s6tano en el tejido fino
circundante. Segun la diferenciacion del tumor, el DCIS se puede dividir mas a fondo
entre grados bajos, intermedios, y altos. Tal estratificacion tiene implicaciones

pronésticasHay cinco subtipos histolégicos del DCIS, llamados comedén, papilar,
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micropapilar, cribriforme, y sélido. El subtipo del comedén lleva la probabilidad mas alta
de grado alto nuclear, micro-invasion, yla sobre-expresién del oncogén de her-2/neu. La
caracteristica mamografica mas anormal asociada al DCIS es “microcalcificaciones
arracimadas”. Sistemas de clasificacién nuevos usando una combinacién de arquitectura,
grado nuclear, y necrosis se han propuestos, pero los méritos de estos sistemas todavia
no han sido probados. (Li Liu, 2001)

4.6.2. Carcinoma Ductal invasor

Es del tipo de célula mas comun, abarcando el 70% al 80% de todos los casos.
Los tumores de carcinoma de mama ocurren a través de una escala de edades, siendo
mas comunes en mujeres en sus medianos a ultimos afios 50s. Son caracterizados por
sus bases sdlidas, que son generalmente duras y firmes en la palpacién. Un carcinoma
ductal "in-situ" asociado esta con frecuencia presente y la necrosis del comeddn puede
ocurrir en ambas areas invasoras y las areas del carcinoma intraductal. El carcinoma
ductal invasor se extiende a los ganglios linfaticos regionales y lleva comunmente el
pronéstico mas pobre entre varios tipos ductales. El grado nuclear e histolégico ha

demostrado ser un predicador eficaz del pronostico. (Li Liu, 2001)

4.7. FACTORES PRONOSTICOS ANATOMOPATOLOGICOS
DE UTILIDAD EN EL MANEJO CLINICO DEL CANCER DE
MAMA

La Anatomia Patolégica permite confirmar el diagndstico de malignidad que
previamente establece la clinica con los métodos complementarios de exploracion. Un
estudio anatomopatolégico de la pieza operatoria obtenida en el tratamiento inicial, aporta
una serie de datos estructurales que permiten hacer una buena valoracion en cuanto al

pronéstico. (Llorens A, 1994)
TAMANO DEL TUMOR
El tamafo del tumor es un factor pronéstico importante ya que tiene una

asociacion directa con la sobrevida y el estado ganglionar en la paciente.(Robins S.,
2000)
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El carcinoma minimo de glandula mamaria se ha definido como aquel carcinoma
ductal in situ, lobulillar in situ o carcinoma invasor que mide menos de 0.5 cm. de
diametro.(Quiroz, 1985)

Sin embargo, se obtuvo una incidencia de metastasis nodales de sélo 3 a 5% vy
observaron que cuando el tamafio del tumor aumentaba de 0.6 ha 1 cm también la

incidencia de metastasis nodales aumentaba hasta el 16 %.(Dupont, 1985)

Rosen y cols. Encontraron sobrevida libre de enfermedad de 91% a los 10 afios y
87% a los 20 afos para pacientes con carcinoma ductal o lobulillar infiltrante con tamarfio
del tumor menor o igual a 1 cm., por otro lado aquellos pacientes con tumores mayores
de 1 cm. tuvieron un periodo de sobrevida libre de enfermedad de 73% y 68% a los 10 y

20 afos respectivamente.(Ensebi V., 1992)

Es importante reportar el tamaro del tumor de la forma mas exacta posible por lo

que se pueden seguir las siguientes recomendaciones:

a. El tumor se debe medir cuando menos en dos dimensiones y el diametro mayor

es el que se toma como referencia para la estadificacion.

b. El tamafio macroscopico debe correlacionarse con el tamafio microscopico. En
tumores con amplio componente In Situ, s6lo se tomara como tamano del

componente invasor, el cual se debe medir durante el examen microscopico.

c. Cuando se encuentran dos o mas tumores, estos se deben reportar por separado

y cada uno con su medida.

ESTADO GANGLIONAR

En el presente el mejor indicador prondstico en pacientes con cancer temprano de
glandula mamaria es la presencia o ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos
axilares. El 20 a 30% de los pacientes con ganglios negativos presentan recurrencia
dentro de los primeros 10 afios, mientras que recurren el 70% de los pacientes con
ganglios axilares positivos. El numero de ganglios afectados también es importante,
aquellos pacientes con 4 o mas ganglios afectados tienen un peor pronéstico.(Rosai,
1996)
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La diseccion de la axila se puede hacer de la manera convencional. El método de
aclaramiento con técnicas especiales aumenta el numero de ganglios detectados en un
30 a 40 %, sin embargo no se ha observado cambio al momento de estadificar con los

meétodos habituales de diseccién de ganglios.(Fisher, 1989)

Actualmente se considera que una diseccidn de axila es adecuada cuando incluye

15 a 20 ganglios.

El reporte de patologia debe incluir la cantidad total de ganglios, especificando el
numero de afectados por metastasis, el estado de su capsula y la presencia de neoplasia
en el tejido adiposo periférico. También se debe mencionar la presencia de

conglomerados metastasicos.

La micrometastasis es aquella que mide 2 mm o menos de diametro en el ganglio
linfatico. En 9 a 13 % de las pacientes con ganglios negativos se pueden encontrar
pequenos focos microscopicos metastasicos en multiples niveles de corte tefiidos con
hematoxilina-eosina y el porcentaje aumenta hasta en un 15 a 20% cuando se utiliza
inmunohistoquimica para detectar células neoplasicas metastasicas aisladas en los

ganglios.(Amrikachi, 2001)

El significado de las micrometastasis por inmunohistoquimica aun no ha sido
definido.

GRADO HISTOLOGICO

El grado histoldgico es un factor prondstico importante ya que ha mostrado tener
valor para predecir la sobrevida en pacientes con cancer de glandula mamaria. El alto
grado histolégico se ha relacionado con mayor frecuencia de metastasis a ganglios
axilares, recurrencias tumorales, muerte por enfermedad metastasica, menor intervalo

libre de enfermedad y sobrevida global mas corta.(Hieken, 2001)

PERMEACION LINFATICA

Los émbolos tumorales dentro de los vasos linfaticos predicen recurrencia local y

sobrevida global mas corta. Los émbolos tumorales linfaticos se encuentran en 10 a 15%
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de las pacientes con ganglios negativos, algunos estudios han demostrado prondstico
desfavorable en estas pacientes, especialmente en aquellas clasificadas como
T1NOMO.(Hamilton, 2000)

Los espacios linfaticos deben distinguirse de los espacios vacios que se observan
alrededor de las células neoplasicas y que son artefactos de contraccién del tejido

fibroconectivo.

Los émbolos tumorales deben observarse dentro o adosados a canales
vasculares delineados por una sola capa de células endoteliales y sin presencia de
musculo liso. En ocasiones es necesario efectuar técnicas de inmunohistoquimica con
marcadores de células endoteliales (CD34 o D2-40) para asegurar una evaluacion

adecuada de la permeacion linfatica.

INVASION VASCULAR

Es la penetracién de células neoplasicas en la luz de un vaso arterial o venoso.
Estas estructuras vasculares se pueden distinguir por la presencia de una pared de
musculo liso con soporte de fibras elasticas, en algunas ocasiones se deben utilizar
tinciones de histoquimica para fibras elasticas, ya que es importante definir la presencia

de una verdadera permeacion vascular.

Las metastasis viscerales de cancer de mama se han observado en 67% de los
pacientes con invasion vascular en comparacion con solo el 35 % de los pacientes sin
invasién vascular. Asi también las recurrencias son mas frecuentes en pacientes que

tienen invasién vascular.(Fitzgibbons, 2000)

INFILTRADO LINFO-PLASMOCITARIO

La presencia de infiltrado linfo-plasmocitario en la periferia del tumor es un hecho
interesante y controversial. ElI carcinoma medular, el cual es de buen prondstico, se
caracteriza por prominente infiltrado linfo-plasmocitario, sin embargo este hallazgo en
carcinomas ductales sin patron especifico, se ha relacionado a mal prondstico.(Stenkuist,
1982)
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CARACTERISTICAS DEL ESTROMA

Se han observado ciertas caracteristicas del tumor que se relacionan con el
estroma. Los tumores que contienen minima reaccién estromal son bien circunscritos,
grado nuclear e histoldgico alto, reaccion linfo-plasmocitaria prominente, son receptores
de estrégeno negativos. Por otro lado, los carcinomas con estroma fibrético, escirroso,
con aspecto estelar son moderadamente diferenciados con escasa reaccion linfo-

plasmocitaria y son receptores de estrogeno positivos.(Schwartz, 1992)

4.8. CLASIFICACION EN ESTADIOS DEL CANCER DE
MAMA

4.8.1. Escala de SCARFF-BLOOM-RICHARDSON (SBR)

El método de gradacién histolégica que se utiliza actualmente, es el sistema
modificado de Scarff-Bloom-Richardson (SBR), modificado por Elston y Ellis, que consta

de los siguientes parametros a considerar:

a. Formaciéon de ductos: Cuando el 75% o mas del tumor presenta ductos se le
asigna un punto, entre el 10 a 75% del tumor con formacién de ductos se le
asignan dos puntos y el tumor con menos del 0% con formacién de ductos se le

asignan tres puntos.

b. Grado nuclear: Cuando el nucleo de las células neoplasicas es relativamente
pequefo, uniforme en tamafo y patron de cromatina con escasa variacion con
respecto a un nucleo normal se le asigna un punto (grado nuclear 1). El nucleo
mayor que uno normal, con cromatina vesicular, nucléolo aparente, variaciones
importantes en tamano y patrén de cromatina se le asignan dos puntos (grado
nuclear 2). El nucleo con marcada variacién en forma, tamano y patrén de la
cromatina con dos o mas nucléolos aparentes se le asignan tres puntos (grado

nuclear 3).

c. Numero de mitosis: Sélo se deben contar las figuras mitéticas en metafase,
telofase, anafase y no células hipercromaticas o apoptéticas, siempre tomando las
areas mas celulares y de mayor actividad mitética.Los puntos son asignados de

acuerdo al area del campo de gran aumento utilizado para cada microscopio y
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siempre contando el numero de mitosis por 10 campos de gran aumento. Por
ejemplo para el area de 0.274 mm cuadrados se asigna un punto para 0 ha 9
mitosis por 10 campos de gran aumento, dos puntos para 10 ha 19 mitosis por 10
campos de gran aumento y tres puntos para 20 o mas mitosis por 10 campos de
gran aumento. El area del campo de gran aumento se debe determinar para cada

microscopio. (Saxe, 2001)

En base a lo anterior la calificacidn menor es de tres y la mayor de nueve.

Los tumores con calificacion de 3 hasta 5 son bien diferenciados (SBR I), aquellos
con calificacion de 6 y 7 son moderadamente diferenciados (SBR Il) Y los que obtienen

calificacion 8 y 9 son poco diferenciados (SBR 1ll). (Anexo 2)

4.8.2. Sistema TNM

La clasificacion en estadios del cancer de mama consiste en definir la extension
de dicha enfermedad. Se evalluan datos clinicos procedentes de la exploracién fisica de
la paciente, evaluaciones radiologicas, determinaciones bioquimicas analiticas, datos
quirurgicos y del estudio anatomo-patolégico del tumor. Esta informacién es util a la hora
de elegir un tratamiento estimar el prondstico y comparar resultados obtenidos con
distintos protocolos de tratamiento. Este sistema esta basado en la extension del tumor
(T), la implicaciéon de ganglios linfaticos (N), y la presencia de metastasis (M). (Beahrs,
1988)

El sistema de clasificacion TNM es el reconocido internacionalmente y adoptado
tanto por la UnionInternationaleContre le Cancer vy la  American

JointComissionCancerStaging and EndResultsReporting. (Anexo 3)

4.9. LOS FACTORES PRONOSTICOS Y LA RESPUESTA
TERAPEUTICA

Los factores prondsticos son cualquier caracteristica del tumor o del paciente que
puede usarse para predecir la historia natural de la neoplasia y por ende el periodo libre
de enfermedad, recidiva y sobrevida de las pacientes. Los factores predictivos indican la

respuesta a una terapia en especial.(Rosen, 2006)
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En el manuscrito del consenso de 1999 el Colegio Americano de Patdlogos los
factores prondsticos los dividen en tres categorias, la categoria | incluye aquellos
factores que proveen de bastante informacién en el manejo del paciente y que deben ser
usados de manera rutinaria, la categoria Il son factores biolégicos y clinicos que han sido
bastante estudiados, pero que todavia se necesita informacion estadistica mas sodlida
para ser validados y pueden ser opcionales, la categoria Ill son todos aquellos factores
que no han sido totalmente estudiados y que deben incluirse solo en caso de protocolos.
La clasificacién de factores prondésticos de acuerdo a él Colegio Americano de Patdlogos

se muestra de la siguiente manera:

Categoria I: Tamafo del tumor, Status nodal, micrometastasis, Ganglio centinela,
Grado histolégico, Tipo histolégico, Numero de mitosis, Status de receptores hormonales,

Her — 2 — neu.

Categoria II: P53, Permeacién vascular o linfatica, Marcadores de proliferacion
celular (Ki-67, MIB — 1), Analisis de ADN (Fraccion de fase).

Categoria lll: analisis de Ploidia de ADN, Angiogénesis, factor de crecimiento

epidérmico, Factor de crecimiento transformante, Alfa, bcl-2, pS2, Catepsina D.

Entre el 25 y el 30% de los carcinomas mamarios muestran caracteristicas
histolégicas que permiten subclasificarlos como lesiones de buen o mal prondstico,
dependiendo si dichas caracteristicas estan o no presentes al menos en el 75% del tumor

maligno epitelial. Estas caracteristicas son:

. Patrén celular

. Diferenciacion celular
. Infiltracion

. Mitosis

. Necrosis

. Metastasis

(Ellis, 2003)

Estas premisas fundamentan el interés en delimitar los parametros de la
enfermedad con valor prondstico fiable, con el fin de optimizar la terapéutica. El estudio

anatomopatolégico del cancer mamario ha sido de gran utilidad en el reconocimiento de
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caracteristicas morfolégicas que han permitido evaluar su comportamiento bioldgico.
(Torres, 2007)

Diferentes caracteristicas morfologicas y biolégicas del carcinoma de mama han
sido evaluadas como posibles factores prondsticos, pero su utilidad no ha sido
universalmente aceptada y su importancia, por tanto, es inferior a la de los factores

comentados.

En cuanto a las variables morfologicas, diferentes estudios han sugerido que la
cuantificacion de la microvascularizacién en el interior del tumor, como marcador de la
angiogénesis tumoral, es un factor prondstico independiente, de forma que los tumores

con mayor cantidad de vasos tendrian peor pronéstico.(Weidner, 1992)

Uno de los aspectos mas controvertidos en el tratamiento del cancer de mama ha
sido determinar la utilidad del tratamiento adyuvante sistémico en pacientes con
carcinoma invasor sin afectacion de los ganglios linfaticos axilares ni metastasis
viscerales. En la actualidad, el uso o no de dichos tratamientos se basa en la asignacion
de cada paciente a un grupo de riesgo (minimo/bajo, intermedio y alto), cuya
determinacion se establece mediante el estudio del tamano del tumor, el tipo y grados

histoldgicos y la presencia de receptores de estrogenos.(Galea, 1992)

En la actualidad, el tratamiento de las pacientes con cancer de mama se basa
fundamentalmente en la determinacion de los factores prondsticos anatomopatoldgicos,
que pueden ser evaluados de forma rutinaria en el estudio de las piezas quirurgicas. Es
por ello que el estudio macro y microscopico de estas piezas debe ser minucioso y
sistematizado, siendo recomendable el seguimiento de protocolos aceptados vy

consensuados con los clinicos a quienes van dirigidos.

Entre los distintos marcadores de prondstico del cancer de mama con
connotaciones de seleccién de tratamiento, los receptores de estrégenos (RE) y
progesterona (RP) son los de mayor aceptacion y aplicacion clinica. Las células
epiteliales de mama normales tienen receptores para estrogenos y progesterona y
proliferar bajo su influencia. La mayoria de los canceres de mama expresan también
estos receptores (tipicamente 75% a 85% para RE) y puede ser estimulado a crecer
cuando estas hormonas estan presentes. La eliminacion de las hormonas enddgenas por

ooforectomia o el bloqueo de la accion hormonal farmacéuticamente (por ejemplo,
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mediante el uso de tamoxifen o inhibidores de la aromatasa) puede retardar o prevenir el
crecimiento del tumor y, a menudo prolonga la supervivencia. (Yaziji, 2008). En base a
esto, los receptores de estrogenos se determinan principalmente para identificar a los

pacientes que pueden beneficiarse de la terapia hormonal. (Gown, 2008)

Estudios de pacientes sin tratamiento adyuvante han demostrado que la
positividad para RE mejora en un 10% el intervalo libre de enfermedad y la tasa de
supervivencia, considerandose un factor de prondstico favorable y significativo. La razén
primordial de estudiar los receptores hormonales es, no obstante, la prediccion de
respuesta al tratamiento hormonal dirigido a reducir los niveles de estrogenos. Las
pacientes con receptores positivos responden al tratamiento en el 50-60% de casos
mientras que en pacientes no seleccionadas la respuesta es del 25-30% y en los casos
negativos se reduce a menos del 10%. Los RP presentan implicaciones prondsticas
similares a los RE y se estudian conjuntamente porque proporcionan una mejora en el
valor predictivo del método. En pacientes con cancer avanzado, la respuesta a terapia
endocrina es superior sin ambos receptores son positivos. Ademas, el fenotipo RE
negativo/PRP positivo, aunque muy infrecuente, presenta una tasa de respuesta

significativamente superior (46%) al negativo con ambos (11%). (Puig, 2000)

4.10. EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES

Para el diagndstico del cancer de mama, el examen inicial es la mamografia que
sola o ayudada por la ecografia mamaria, detectan aproximadamente un 90% de las
lesiones mamarias sospechosas de malignidad. Luego la aproximacion diagnéstica se
realiza con la obtencién de una pequefia muestra de células por medio de la Puncioén
Aspiracion con Aguja Fina (PAAF), si esta resulta sospechosa o positiva se procede a la
obtencion de una biopsia mamaria la cual se envia para su estudio patolégico como

prueba confirmatoria. (Cevallos, 2000)

Las pruebas especificas para determinar el comportamiento biolégico de la

neoplasia son las siguientes:

e Determinacion de receptores hormonales de estrégenos (RE) y progesterona (RP)
¢ Determinacion de marcadores tumorales CEA y Ca. 15-3.

e Determinacion de factores de prondstico P-53, Ki-67 y Her2/Neu.
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En general la primera actividad terapéutica en cancer de mama, es la cirugia, pero
el tratamiento posterior a la misma requiere tomar en consideracion una serie de factores
como: Tamano del tumor, tipo histolégico, grado de diferenciacion nuclear, estado de los
receptores hormonales, determinacién de ciertos factores prondsticos P-53, Ki-67, y

oncogén Her2/neu. (Molina, 2001)

La primera alusion a la hormonodependencia en el cancer de mama se le debe al
cirujano escocés Beatsonal sefalar que la ablacion ovarica inducia la regresion de

canceres de mama inoperables. (Beatson, 1896)

La disponibilidad de estrogeno tritiado permitié inicialmente demostrar y medir
receptores especificos y de alta afinidad para el estradiol y mas tarde para el receptor de

progesterona.(Milgrom, 1972)

Los receptores hormonales son proteinas altamente especializadas que
comunican el medio extracelular con el intracelular; su mediacion producira moléculas

que modulan funcionamiento intra y extracelular. (Percy, 1999)

La presencia de sitios de union de alta afinidad para un gran nimero de hormonas
en distintas fracciones subcelulares de la glandula mamaria, sugiere la existencia de

acciones directas en el tejido para llevar a cabo los diferentes efectos bioldgicos.

Entre las hormonas que presentan receptores intracelulares en las células
epiteliales se incluyen los estrogenos, progesterona, hormonas tiroideas vy
glucocorticoides. En tejido mamario normal maduro se ha descrito la presencia de
receptares de estrégenos (RE) fundamentalmente en las células epiteliales y, de forma
mayoritaria, en los lobulillos mientras que las células del estroma no expresan RE.
(Petersen, 1987)

Se estima que cerca de un 6% de las células epiteliales en la mama normal son
positivas para ER y estos niveles de expresion pueden ser modulados durante el ciclo
menstrual. Hasta un 29% de estas células contienen receptores de progesterona (RP).
Las células mioepiteliales no expresan ninguno de los receptores hormonales.
(Zacuemien, 1990)
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Las hormonas pueden actuar directamente sobre la célula tumoral o por medio de
la interaccion con receptores especificos cuya presencia es un requisito imprescindible
para que las células respondan a la estimulacién hormonal. La mayoria de los canceres
de mama dependen de la accion estrogénica para su crecimiento; de hecho se postula
que los estrogenos funcionan como carcindégenos, promotores tumorales y como

reguladores del crecimiento tumoral. (Clarke, 1992)

Dada la importancia de este factor hormonal, se ha investigado en profundidad
acerca del papel del receptor de estrogenos (RE) en el control de la expresion génica y
del proceso de mitosis asi como su utilizacion como marcador de la respuesta hormonal y

prognosis.(Dickson R. L., 1992)

El receptor de progesterona (RP) tiene importancia como mediador de respuestas
hormonales y como producto de la accién estrogénica en las células tumorales y se ha
estudiado tanto como marcador tumoral como en términos de su regulacion por agonistas

y antagonistas Estrogénicos. (Horwitz, 1975)

4.10.1. Caracteristicas de los Receptores de Estrégenos
y Progesterona

El receptor estrogénico (RE) en humanos esta constituido por una proteina de 595

aminoacidos con un peso molecular de 66 KDa. (Green, 1986)

Los estrogenos ejercen sus efectos sobre la proliferacion y potencial metastasico
de las células epiteliales de cancer de mama a través de este receptor. Los agonistas de
estrégenos asi como los antagonistas, pueden unirse a RE en el mismo sitio que los
estrégenos sugiriendo que estas moléculas pueden regular la actividad del receptor

alterando de forma diferente su conformacion.(Bettuzzi, 1991)

Aunque las hormonas responsables por excelencia de la estimulacion de la
proliferacion celular en cancer de mama son los estrogenos, cada vez se le atribuye un
papel mas importante a la progesterona en la biologia del cancer de mama. (Loyeux,
1989)

El contenido de RE y RP del tumor se utiliza como criterio de clasificacion para

decidir qué pacientes son susceptibles de recibir una terapia hormonal. Los tumores que
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se desarrollan en células sensibles a la accién hormonal como las de la glandula
mamaria, retienen algunos de los controles reguladores de sus progenitores normales,
pero esos controles pueden perderse o alterarse durante la progresién de un estado

hormono dependiente a la independencia hormonal. (King, 1990)

La utilidad de la determinacién de los receptores de estrogenos y progesterona en
la eleccién del tratamiento del cancer de mama esta bien establecida. Sin embargo, la
capacidad real de prediccién de la respuesta terapéutica no es tan elevada como en
ocasiones se ha pensado. Asi, sélo el 65% de los tumores con receptores de estrogenos
positivos responden al tratamiento hormonal y, ademas, también lo hacen hasta un 10%
de los tumores negativos. El grado de respuesta aumenta al 80% en los casos en los que
tanto los receptores de estrogenos como los de progesterona son positivos. Estas
discrepancias pueden explicarse parcialmente por errores en la cuantificacion,

heterogeneidad de la poblacién tumoral, disfuncionalidad del receptor etc. (Cancer, 1977)

En el cancer de mama el receptor de progesterona (RP), al igual que el receptor
de estrégeno (RE), es un factor de prondstico y un marcador de respuesta al tratamiento
hormonal.(Osborne, 1980)

Existe una excelente correlacion entre la positividad para RE vy la futura respuesta
a la terapia hormonal: mas del 50 % de tumores con RE positivos respondieron al
tratamiento hormonal, frente a menos del 10 % de tumores con RE negativos.(Pinto,
2001)

La determinacion conjunta del receptor de estrogeno - progesterona y la medicion
de la fraccién de proliferacion celular ha sido de utilidad para predecir la mejor respuesta

a tratamientos endocrinos y quimioterapicos. (Silvestrini, 1979)
Los tumores RE+/RP+ se han relacionado con menores tasas de proliferacion
celular, mejor grado de diferenciacion histoléogica, menor tamafo tumoral, buena

respuesta al tratamiento hormonal y pronéstico favorable.(Bernoux, 1998)

La expresion normal del RP depende de la estimulacién del RE por el estradiol vy,

por tanto, de una via de sefializacion estrogénica funcionalmente activa.
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Un hecho aun sujeto a controversia es el valor de los receptores hormonales
como factor pronéstico independiente. Al igual que para otras variables, los resultados de
las distintas series son contradictorios, lo que revela no sélo diferencias metodolédgicas en
la determinacion de las mismas, sino también la variabilidad en el nimero de pacientes
estudiadas y sus caracteristicas clinicas, asi como en el tiempo de evolucion y
tratamiento. En general, los diferentes estudios tienden a demostrar un moderado mejor
prondstico en los casos con receptores hormonales positivos, cuya magnitud esta
alrededor del 10% en lo que se refiere tanto a la supervivencia global, como a la

supervivencia libre de recaida.(Mcguire, 1992)
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CAPITULO llI
5. INMUNOHISTOQUIMICA

5.1. LA INMUNOHISTOQUIMICA COMO TECNICA DE
EVALUACION DE RECEPTORES HORMONALES

Los RE y RP se pueden determinar en forma cualitativa y semicuantitativa en
cortes de tejido tumoral y cuantitativamente en el citosol de las células. Entre los métodos
que han sido descritos para su determinacion tenemos el radioanalitico, los
inmunolégicos que no usan isétopos radiactivos y que determinan proteinas por medio de
anticuerpos especificos; los mas utilizados son: inmunohistoquimico (IHQ), ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), electroforesis de proteinas, citometria de flujo, entre otros, y

ensayos por biologia molecular. (Hernandez, 1998)

El primer método que se empled para la evaluacion de receptores hormonales en
el cancer de mama y que corresponde a la mayoria de los primeros reportes, es el
meétodo bioquimico con carbédndextran, actualmente el que mas se utiliza es el de IHQ, la
segunda generacion de anticuerpos monoclonales unidos a antigeno, garantiza mejor
sensibilidad, es mas barato, util en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina,
ademas visualiza especificamente la célula tumoral y en varias publicaciones ha

mostrado excelente correlacion con el método bioquimico. (Lesser, 1985)

Desde 1968 el RE ha sido cuantificado por métodos bioquimicos empleando
homogeneizados de tumores incubados con estrogenos marcados radioactivamente. La
cantidad del estrogeno unido al receptor se determinaba después de la separacion del
estrogeno libre con carbon dextrano (DCC). Con este método se ha logrado la
identificacion del 60% de los tumores RE+.(Lluch, 1987)

El método bioquimico clasico (ensayo de unién) basado en la determinacion de la
actividad de los receptores por miligramo de proteina sobre un homogeneizado tisular
s6lo puede emplearse sobre tejido fresco, requiere un volumen minimo de tumor que
impide el estudio de lesiones microscopicas o de pequefio volumen, puede producir
“falsos positivos” por contaminacion de la muestra tumoral con parénquima mamario
normal vecino y “falsos negativos” por ausencia no detectada de neoplasia en el tejido
estudiado. (Puig, 2000)
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Aunque la cuantificacién bioquimica es el procedimiento habitual para determinar
la presencia de receptores de estrégenos, cada vez estd mas extendido el estudio
inmunohistoquimica sobre secciones tisulares utilizando anticuerpos

especificos.(Battifora, 1993)

La inmunohistoquimica de receptores hormonales es el conjunto de técnicas
basadas en la deteccidbn de antigenos sobre cortes tisulares utilizando anticuerpos
conjugados con proteinas con actividad enzimatica, como la peroxidasa del rabano. La
fijacion de sustratos apropiados permite tefiir las estructuras tisulares que expresan el

antigeno de interés. (Prieto, 2010)

Este método ofrece la ventaja de la visualizacién directa de los receptores en los
nucleos de las células neoplasicas, lo que permite evaluar directamente la
heterogeneidad tumoral y evita los falsos positivos que pueden ocurrir en las
determinaciones bioquimicas cuando se toman muestras que contienen, ademas del
tumor, tejido normal. La limitacibn fundamental del uso de la determinacion
inmunohistoquimica de los receptores ha sido su caracter cualitativo mas que
cuantitativo; sin embargo, el uso de estimaciones semicuantitativas, analizando el
porcentaje de células tefidas y la intensidad de la tincién, asi como la aplicacién de
técnicas de analisis de imagen, han mostrado una excelente correlacion con las

determinaciones bioquimicas.(Esteban, 1993)

Los estudios inmunohistoquimicos y de hibridacion in situ progresivamente han
logrado desplazar a los métodos bioquimicos y, a su vez, han permitido demostrar la
localizacion nuclear del RE. Los porcentajes de positividad con la tincién IHQ en algunos

casos superan el 70%.(Ramos, 1998)

El método IHQ identifica la expresién de los determinantes antigénicos
caracteristicos de RE y RP a nivel microanatdmico, especificamente en el nucleo celular,
puede aplicarse sobre tejido fresco, frotis citoldgicos o tejido fijado e incluido en parafina,
incluso en material de archivo, y permite estudiar cualquier tipo de lesion
independientemente de su tamafo y localizacion. Otra de sus ventajas esenciales radica
en la evaluacion por visualizacién microscépica directa que permite la interpretacion de
los resultados de la IHQ simultdneamente con el examen morfoldgico del tumor y del

tejido normal acompanante, evitando falsos negativos y falsos positivos. (Puig, 2000)
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Aproximadamente 15 a 25% de carcinomas serian negativos para RE o RP, pero
es necesario evitar resultados falsos negativos verificando que apropiados controles
internosy externos sean positivos. Repeticion de estudios deben considerarse en otros

especimenes, si son disponibles para confirmar. (Harvey, 1999)

La determinacion del RP se ha realizado mediante métodos bioquimicos, ensayo
inmunoenzimatico, tinciéon IHQ e hibridacién in situ. Los niveles de RP obtenidos por
meétodos bioquimicos e inmunoenzimaticos son comparables, en cambio, los porcentajes
de positividad son discretamente mayores con las técnicas inmunohistoquimicas.
(Foekens, 1989)

Inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica mas reciente para evaluar el receptor de
estrogeno (ER) el estado de los canceres de mama, con el potencial de superar muchos

de los defectos asociados con el tradicional ensayo de unién al ligando (LBA).

5.2.  DESCRIPCION DE LA TECNICA DE
INMUNOHISTOQUIMICA UTILIZADA (ER/ PR PHARMDX™
KIT — DAKO)

La IHQ se realiz6 en el espécimen mas representativo del tejido tumoral mamario
con reactivos del kit DAKO ER/PR, que consiste en marcar con un complejo de
estreptavidina-biotina peroxidasa de rabano (CEB) los RE y RP para su demostracion
cualitativa, siendo ocho veces mas sensible que otras técnicas IHQ. El fundamento de
este método se basa en el empleo de anticuerpos monoclonales especificos que se fijan
al receptor de esteroide, y un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa para localizar
la primera fijacion del anticuerpo monoclonal. La tincidon con peroxidasa permite visualizar

los receptores tisulares con sus sustratos. (Ginarte, 2000)

Es un ensayo semicuantitativo de IHQ para identificar RE y la expresién de RP en
tejidos normales y neoplasicos fijados en formalina o por parafina para la evaluacion

histoldgica.
ER/PR pharmDx™ detecta especificamente la proteina alpha RE asi como la

proteina RP localizada en los nucleos de las células que expresan RE y RP

respectivamente.
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Las investigaciones dentro de los mecanismos bioldgicos para cancer de mama
han encontrado que la tasa de crecimiento es dependiente en la presencia de estrégeno
o progesterona o los dos en casi todos los canceres de mama. Asi, el estado del receptor
de estrégeno y receptor de progesterona en el cancer de mama es considerado como un

factor predictivo y pronéstico valido para el manejo del paciente en terapia hormonal.

ER/PR pharmDx™ esta indicado como una ayuda para pacientes identificados
para tratamiento con terapia hormonal o inhibidores aromatasa, asi como una ayuda en el
prondstico y manejo del cancer de mama.
¢ ER/PR pharmDx™ provee las bases para la evaluaciéon de RE y RP fiables.
¢ FDA 510(k) ensayo claro, estandar y reproducible.
¢ Nuevo, elevado céctel de anticuerpos RE especifico y anticuerpo RP con demostrada

sensibilidad y especificidad.

e Protocolo optimizado con un sistema de puntuacion clinicamente validado para la
determinacion de los estados de ER/PR aplicables en el manejo de pacientes de
cancer de mama.

e Concordancia demostrada entre ER/PR pharmDx™ y un método de referencia
establecido con un punto limite de puntuacion negativo/positivo IHQ calibrado
utilizando muestras con respuesta de datos conocidos bioquimicos y clinicos.

e Punto limite IHQ verificado de puntuacién para positivismo de ER/PR pharmDx™

¢ Autorizacion de FDA y confianza en la sensibilidad y especificacion de que el test

disminuye la responsabilidad de la validacion extensiva del equipo de laboratorio.

El Kit de ER/PR pharmDx™

Después de la incubacion del anticuerpo primario monoclonal al humano, las
proteinas ER o PR o el reactivo de control negativo, este protocolo valido emplea una
visualizacién reactiva lista para usar basada en tecnologia dextrina. Este reactivo
consiste tanto en moléculas de cabra anti-raton, anticuerpo secundario y moléculas de

rabano picante, peroxidasa unidas a un polimero comun, columna de dextrina.

La conversion enzimatica del cromogeno posteriormente adherido resulta en una
formacion de un producto de reaccién visible en el sitio del antigeno. Los especimenes
pueden entonces estar contra color y cubierta. Los resultados son interpretados usando

un microscopio de luz.
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El Kit de ER/PR pharmDx™ incluye:

e (Coctel de anticuerpos de ratdon Anti-humano ER/PR ratdn monoclonal céctel
anticuerpo ER/PR pharmDx™ (clones 1D% y ER-2-123)

e Ratén anti-humano anticuerpo RP ratdon monoclonal anticuerpo RP ER/PR
pharmDx™ (clon PgR 1294)

¢ ER/PR pharmDx™ control negativo de reactivo (coctel de ratén IgG1 y raton IgG2a)

e ER/PR pharmDx™, laminillas de control, cada diapositiva contiene dos comprimidos,
formolizados, e incluidos en parafina, de células representando negativo (0) y niveles
moderados de expresiones de proteinas RE o RP (dependiendo de anticuerpos
primarios aplicados)

e ER/PR pharmDx™ solucién de antigeno determinante de recuperacion (10x)

e ER/PR pharmDx™ reactivo de bloqueo de peroxidasa.

e ER/PR pharmDx™ reactivo de visualizacion

¢ ER/PR pharmDx™ DAB + cromégeno-sustrato

¢ Buffer de lavado (10x)

o Materiales requeridos pero no suministrado:

e Olla de presidon calibrada con la capacidad de alcanzar y mantener una
temperatura de 125°C por 5 minutos.
e Hematoxilina (codigo SK308 o S3301)

Es esencial que los laboratorios adhieran estrictamente la utilizacion de reactivos
y protocolos especificos para el uso de ER/PR pharmDx™ para asegurar resultados
consistentes y reproducibles. Todos los reactivos estan formulados especificamente para

el uso de esta prueba.

TASAS DE EXPRESION RE/RP

Estudios realizados han demostrado que el estado de RE/RP esta correlacionado
con consecuencias no tratadas. Por ejemplo, prondstico de bien diferenciado por cancer
de mama invasivo, y especialmente correlacionado con respuesta a terapia hormonal. Se
ha demostrado que un fenotipo de expresion RE y PR ofrece una prediccion mas precisa
de la respuesta del paciente a la terapia. Asi, el resultado del examen del receptor de
estrogeno y receptor de progesterona en especimenes de cancer de mama son
considerados como prondsticos validos y un factor predictivo para el manejo del paciente

en terapia hormonal.(Bardou, 2003)
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CONTROL DE CALIDAD

El primer paso para control de calidad por interpretacion en la evaluacién de los
placas de control de ER/PR pharmDx™. Cada una de las placas de control suministrados
poseen dos lineas celulares humanas comprimidas formalizadas e incluidas en parafina:
una positiva y una negativa con anticuerpos RE y RP. Dos placas de control deberian
administrarse en cada procedimiento de coloracién, uno incubado con el céctel de

anticuerpos RP y uno incubado con el anticuerpo PR.

La evaluacion del control de Dako suministrado indica la validez del manejo de
coloracion. La placa de control no deberia ser usada para ayudar en la interpretacion del
resultado de pacientes. Si cualquiera de las lineas celulares de control tiene resultados
de coloracion fuera del criterio aceptable, los resultados de todas las placas de
evaluaciéon coloreados simultaneamente dentro del mismo manejo deberia ser

considerados invalidos y el examen deberia ser repetido.

El control de tejidos deberia ser fresco, especimenes ordenados de
biopsia/cirugia, procesados e incorporado tan pronto como sea posible de la misma
manera que las muestras del paciente. El control positivo de tejidos es indicador de
tejidos correctamente preparados y técnicas apropiadas de coloracion. Un control positivo
de tejido para cada set de condiciones de examen deberia ser incluido en cada proceso
de coloracion. Endocérvix es recomendado con un control de tejido que contiene ambas
células ER y PR. Los especimenes usados para el control positivo de tejidos deberia dar
una coloracion positiva débil para que los cambios sutiles en la sensibilidad del
anticuerpo primario puedan ser detectados. Las laminillas de control suministradas con
este sistema o especimenes procesados de manera diferente a la muestra valida del

paciente el desempefo del reactivo Unicamente y no verifica la preparacioén del tejido.

Controles positivos de tejido conocidos deberian ser unicamente utilizados para
monitorear el correcto desempefio de los tejidos procesados y los reactivos del examen,
NO como una ayuda para formular diagnésticos especificos de muestras de pacientes. Si
el control positivo de tejido falla en demostrar la coloracién positiva apropiada, los
resultados con los especimenes examinados deberian ser considerados invalidos y el

examen deberia ser repetido.
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Usar el control negativo de tejido (conocido como RE y RP negativo) ordenado,
procesado e insertado de la misma manera como la(s) muestra(s) del paciente con cada
proceso de coloracién para verificar la especificaciéon del anticuerpo primario y para
indicar reactividad cruzada no intencionada para los componentes celulares de células.
La variedad de diferentes tipos de células presente en la mayoria de las secciones de
tejido ofrecen sitios internos negativos de control. Si ocurre una coloracién especifica en
el tejido de control negativo, los resultados con los especimenes del paciente deberian

ser considerados invalidos y el examen debe repetirse.

La evaluacién de la placa deberia ser realizada por un patélogo utilizando un

microscopio de luz.

ER/PR pharmDx™ colorea el nucleo celular cuando se usa anti-RE y anti-RP. El
patron de coloracion inmune en el cancer de mama es normalmente heterogéneo. La

puntuacion esta basada en el examen de células tumorales en la placa.

e Una puntuacién proporcional (PS) es asignada representando la proporcion de
células tumorales con una coloracion nuclear positiva.

¢ Una puntuacién de intensidad (IS) es asignada representando el PROMEDIO de
intensidad de coloracion para todas las células tumorales positivas.

¢ Una puntuacion total (TS) es la suma de PS mas IS (con rango de 0, 2-8). Un
resultado positivo para ambos ER y PR esta definido como TSz 3, el cual es validado en

numerosos estudios clinicos largos. (Allred, 1998)

ARTEFACTOS PARA RECUPERACION DE ANTIGENO DETERMINANTE

ER/PR pharmDx™ incluye un pre-tratamiento de forma de recuperacién de
antigeno determinante en una estufa de presion. Las secciones de tejido pueden ser
ocasionalmente dafiadas por una recuperacion de antigeno determinante, causando
disrupcién de las membranas celulares y sobretodo de la arquitectura de tejido. El tejido
mamario comunmente contiene grasa que puede ser trastornada facilmente. El uso de

placas cargadas positivamente puede mejorar la adherencia del tejido.

43



FONDO DE COLORACION

El fondo de coloracién esta definido como una coloracién difusa y no especifica de

un espécimen. Puede ser causada por varios factores. Estos factores incluyen, pero no

estan limitados al arreglo y proceso del espécimen, sustraccién incompleta de parafina de

secciones después de la coloracién, y lavado incompleto de laminillas. (DAKO, 2007)

PROCEDIMIENTO

1 | Recuperacion del antigeno en la olla de presién Incubar 5 minutos a 125 ° C.
2 | Aplicacién de ER / PR pharmDx para el bloqueo de la peroxidasa endogena Incubar 5 minutos

3 | aplicacién del anticuerpo primario Incubar durante 30 minutos.
4 | Aplicacion de reactivo ER / PR pharmDx de visualizacion Incubar durante 30 minutos

5 | Aplicacién de ER / PR pharmDx + DAB + sustrato-cromdgeno Incubar 10 minutos
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ESCALAS DE MEDICION

Hay dos métodos de cuantificacion de ER mediante el uso de la intensidad y porcentaje
de células positivas son el Allred (Harvey, 1999) y indice H (McCarty, 1985) . Los 2
sistemas de clasificacion de los carcinomas son similares pero no idénticos (Shousha,
2008)

5.2.1. INDICE H

Método semicuantitativo de reporte conocido como “INDICE H”. Este método es
sencillo, se realiza con microscopio de luz convencional, se basa en el porcentaje de
nlcleos positivos y la intensidad de la tincién, para la puntuacién del indice H se
selecciona 10 campos al azar con una amplificacion de 4x en el microscopio 6ptico,
llegando a contar el minimo de 200 células y clasificandolas en: niumero de células
negativas, numero de células positivas leves, numero de células positivas moderadas,
numero de células positivas intensas, para luego realizar un calculo con la siguiente

formula:

[(#leves X 1) + (#moderadas X 2) + (#intensas X 3)] x 100
200

Indice H =

(leves + moderadas + intensas) X 100
200

Porcentaje de Positividad =

En su estudio Wilbur y cols. consideran a RE positivo cuando es igual o superior
a 20 y RP cuando es igual o mayor a 5.(Wilbor. D, 1982)La evaluacion del niumero de
células con la sefal positiva intranuclear con el método de IHQ, se basa en la proporcion

de nucleos tefidos y en la intensidad de tal positividad.

5.2.2. ALLRED

Allred desarrollé6 un sistema de puntuacién de IHQ, que combina las dos
categorias de tincion para obtener un puntaje numeérico Unico que puede estar
relacionada con otros indicadores de malignidad. Este sistema de puntuacion asigna un
valor numérico a la intensidad total de expresividad y el patrén de tincion, los dos valores

se afaden simplemente para producir el resultado final. (Allred, 1998)

45



Aunque el sistema de puntuacién Allred claramente representa una mejora en la
cuantificacion de IHQ sobre el sistema convencional de produccién de un resultado
numérico unico para cada laminilla, la puntuacién se realiza de forma manual,
introduciendo un nivel de subjetividad en el analisis. Ademas, los métodos manuales no

son adecuados para el procesamiento a gran escala. (Harvey, 1999)

Es evidente que no es factible llevar a cabo la calificacion manual en esta escala.
En las aplicaciones de deteccion de cancer, donde un gran numero de muestras de tejido
pueden ser revisados con relativamente pocos positivos entre ellos, un método fiable de
puntuacién automatica potencialmente pueden actuar como un "lector de segundo”, que

complementa un patélogo entrenado.

DETERMINACION PUNTUACION ALLRED

La escala de Allred definida por Dixonconsidera la cantidad de células que se
tinen y la intensidad de la tincion, valorada comparando la muestra con una escala
analoga visual preestablecida por el fabricante del anticuerpo que se utiliza. La cantidad
de células tefiidas se clasifica de 0 a 5 y la intensidad de la tincidon de las células es
clasificado como 1, 2 o 3. El valor final de la escala resulta de la sumatoria de los valores
obtenidos en cada parametro, por ejemplo, 5 (cantidad de células) y 3 (intensidad de
tincion), el puntaje de Allred es 8. Con el fin de iniciar la terapia, el corte que se utiliza

para la positividad seria 3 o mas. (Dixon, 2003)

Proportion
Score
(PS)
> 0 to Voo > V00 10 Vo >Vuoto Vs >V to % >34 101
Intensity Total Score (TS) = PS + IS

Score
(1s)

(TS range = 0, 2-8)

negative weak intermediate
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Mediante

este método el porcentajede células positivaspuedeserestimado

visualmente, segun se observa en el siguiente grafico, y se puede establecer una clara

correlacionsemicuantitativa de acuerdo a lo que sefiala la tabla adjunta:
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Estimacién visual del porcentaje de células positivas

Tabla: indice de Allredpara estrogenos y progesterona en cancer de mama

La puntuacionAllredcombinael porcentajede células positivasyla intensidad de tincion en la
mayoria delos carcinomas. Propone 8valores posibles, a grupossimplificados.

Proporcidn (PS)

% células positivas

Intensidad (IS)

Intensidad de Positividad

0 0 0 Ninguno

1 <1% 1 Débil

2 1% a 10% 2 Intermedio
3 11% a 33% 3 Fuerte

4 34% a 66%

5 >67%

La puntuacion de la proporcion y la puntuacién de la intensidad se sumaran a la puntuacién total.

Total (TS): PS +1IS

Interpretacion

0,2

Negativo

3,4,5,6,7,8

Positivo

(Harvey, 1999)
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CAPITULO IV

6. MARCO METODOLOGICO

6.1. DISENO EXPERIMENTAL Y MUESTRA

Como se pretende validar un sistema de evaluacién de pruebas de laboratorio se
propone realizar un estudio correlacional — transversal, que permita la comparacion
respecto a la eficiencia de la utilizacién de las Escalas de Allred e indice H (prueba de
oro) para la valoracion de la presencia de receptores de estrégenos y progesterona
mediante técnicas de inmunohistoquimica. Para ello se analizaran 90 casos que han sido
procesados y diagnosticados como carcinomas ductales invasores en el Servicio de

Patologia del Hospital Oncoldgico Solén Espinosa Ayala, durante el afio 2009.

En nuestra investigacién, los casos seran reevaluados por 2 Patdlogos con
experiencia, uno del Hospital Oncoldgico “Solén Espinosa” y otro del Hospital “Carlos
Andrade Marin” y un Patdlogo de reciente formacion, aplicando el sistema de escala de
Allred vy el indice H, en un sistema de ciego, por el cual las escalas de evaluacién seran
aplicadas alternadamente al material inmunohistoquimico, de manera que no se puedan
correlacionar las mismas, ni conocer los resultados establecidos entre los evaluadores,

adicionalmente se establecera el tiempo de aplicacién de cada escala para cada caso.

Los datos seran recogidos en formularios establecidos para el efecto (Anexo 4).
Los valores obtenidos de las lecturas seran comparados por nosotros los investigadores

por medio de un estudio estadistico.

6.1.1. Estandarizacion

Se realizaran 2 tipos de lectura para la técnica de Inmunohistoquimica mediante el
estuche de la casa comercial DAKO para receptores hormonales, para estandarizar las
técnicas (Allred e indice H). Los lectores de las laminillas deben tener experiencia
suficiente en el diagnéstico de Cancer Ductal Invasor por receptores hormonales, a los
cuales se les realizara una prueba piloto para estandarizar los criterios de cada uno en

funcion de los porcentajes de variabilidad intraobservador.
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6.1.2. Plan de Analisis Estadistico

Se realizara estadistica descriptiva para variables cualitativas y el calculo de la
Sensibilidad, Especificidad y Valores predictivos positivo y negativo, asi como variabilidad
intra e inter observador mediante reproducibilidad simple y compleja, y Test de Kappa de

Cohen. Se tabularan los datos utilizando tabla Excel.

6.1.3. Universo y Muestra

La cantidad de casos se obtuvo aplicando la formula para muestreo aleatorio
simple con variable dependiente cualitativa y universo finito, tomando como referencias

256 en total, que ya recibieron tratamiento y estan controlados.

3 Npqz?
~ (N—1)e2 +pqz?

n

_ (256)(0.40)(0.60)(1.96)2
= (255)(0.0064) + (0.40)(0.60)( 1.96)2

23602
"= 164 +009219

_ 236.02

1= 25610

n =90.12

n =90
Dénde:
N es el numero total de pacientes que han acudido al servicio en 1 ano
p probabilidad de ocurrencia (casos positivos para CDI)
q probabilidad de no ocurrencia (casos negativos para CDI)
z valor 1.96 que corresponde al 95 % de probabilidad de no equivocarse
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6.2. ASPECTOS ETICOS

La naturaleza del material de estudio (placas y bloques de archivo), hizo dificil e
innecesaria la obtencién del consentimiento informado por parte de los pacientes, pero se
guardo absoluta confidencialidad, respecto de la informacién obtenida de sus historias
clinicas, utilizandose exclusivamente para la realizacion de la presente Disertacion vy
evitando la mencion individualizada de la informacién de manera que no comprometa el

derecho a la confidencialidad de la informacion médica personal e institucional.

Para la realizacion del estudio se obtuvo la autorizacion del Servicio de Patologia
del Hospital Oncolégico "Soléon Espinoza Ayala", para la utilizacion del material
histopatolégico de sus archivos, bajo las normas y procedimientos que determine la

institucion mencionada.

6.2.1. Criterios de Exclusion

e Pacientes diagnosticadas con carcinoma ductal in situ.

e Pacientes diagnosticadas con carcinoma Lobulillar y otro tipo de tumores.

e Muestras con determinaciones IHQ de marcadores moleculares incompletas.

e Aquellas pacientes perdidas de seguimiento que no han completado al menos los

12 meses objeto del estudio.

6.2.2. Criterios de Inclusion

e Pacientes diagnosticadas con cancer de mama tipo ductal invasor. Estadios |, Il,
nmyiv

e Pacientes con un seguimiento minimo de 12 meses para cada una de las
integrantes del estudio.

e Pacientes que tengan una determinacion IHQ de receptores de estrégeno (RE),
receptores de progesterona (RP)

e Pacientes que hayan sido tratadas con hormonoterapia.
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RESULTADOS

Se analizaron un total de 90 casos, se obtienen 3 laminillas de cada uno
respectivamente, una laminilla con tincion Hematoxilina y dos tefiidas por
inmunohistoquimica para evaluacion de Receptores de Estrogenos y Receptores de
Progesterona. (Ver Grafico No. 1)

IDENTIFICACION LAMINILLAS DE ESTUDIO

Gréfico No. 1

(Hematoxilina, RP, RE)

Todos los casos fueron analizados por los 3 observadores en distribucion aleatoria
de estos, siendo evaluados con los dos métodos de lectura: indice H e indice de Allred en

momentos diferentes.
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MICROSCOPIA DE CASOS ESTUDIADOS

Gréafico No. 2

Negativo

Intermedio

Positivo
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DISTRIBUCION DE LA POBLACION DEL ESTUDIO SEGUN LA EDAD

El promedio de edad de las 90 mujeres cuyos tumores fueron analizados fue de
56 anos, con un rango entre 20 y 85 afnos, con sélo dos casos (2.2%) por debajo de los

35 afios.

Gréfico No. 3
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EVOLUCION CLINICA DE LOS PACIENTES CON CDI

Se observd una evolucion favorable de las pacientes con el tratamiento en 50 casos
(55.55), desfavorable en 32 casos (35.55%) y fallecimiento en 8 casos (8.9%),
correspondiendo al 9.8% de las pacientes con SBR Il y 12.5% de las pacientes con SBR

Gréafico No. 4
%
55.55
35.55
8.9
Favorable Desfavorable Fallece
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DISTRIBUCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO SEGUN EL GRADO DE
DIFERENCIACION TUMORAL - ESCALA SBR

Se establecieron 13 casos (14.5%) de tumores bien diferenciados, SBR |, 61 casos
(67.7%) de tumores moderadamente diferenciados SBR Il y 16 pacientes (17.7%) con
tumores pobremente diferenciados SBR 1l.Se observa expresion de receptores
hormonales en el 84.6 % de los tumores de SBRI, en el 74.5% de los tumores SBRII y en

el 37.5% de los tumores SBRIII, como lo demuestran las siguientes graficas:

Gréfico No. 5

ESBRI
ESBRII
@SBRI

EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES EN PACIENTES CON CDI SEGUN EL
GRADO HISTOLOGICO
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DISTRIBUCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO SEGUN EL ESTADIO
CLINICO- TNM

Se ubicaron a 10 (11.11%) pacientes en estadio clinico I; 8 (8.88%) en estadio
clinico II; 21 (23.33%) en estadio lll y 7 (7.77%) en estadio clinico IV, segun la extension
del tumor determinado por la escala internacionalmente validada TNM. Sin embargo, no
se pudo clasificar al 49% de las pacientes. Debido inexistencia de registro por ausencia

total del paciente a controles periodicos y por adhesion al tratamiento.

Grafico No. 6
23.33%
11.11% 8.88% - 7.77%
Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV

EVOLUCION DESFAVORABLE EN LAS PACIENTES
SEGUN ESTADIO CLINICO

Se observd una evolucion desfavorable en el 60% de las mujeres estadio l.este
porcentaje elevado es causa del incumplimiento y constancia para mejorar la calidad de
vida, un 25% de las que estaban en estadio I, 14% de las de estadio lll y 56% de las de
estadio IV, estableciéndose una sobrevida promedio de 2 afios 3 meses, que disminuye a
1 afio 6 meses cuando el SBR es Ill, o menos de 1 afio cuando el estadio clinico es IV,
con una clara incidencia de estos dos factores en la mortalidad y la evolucion clinica, en

cuatro afios de seguimiento (2007-2011).

Gréfico No. 7
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EVOLUCION CLINICA DE LAS PACIENTES CON CDI SEGUN GRADO HISTOLOGICO Y
EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES

La evolucion clinica resulté indiferente de la expresion de receptores hormonales y

mayormente dependiente del grado de diferenciacidén histolégica tumoral, segun se
demuestra en la siguiente tabla:

RECEPTOR HORMONAL + RECEPTOR HORMONAL -
SBR Favorable | Desfavorable | Favorable | Desfavorable | Valop p(*)
6 5 1 1
| 55% 45% 50% 50% ns
20 26 13 2
Il 43% 57% 86% 14% p =0.001
4 2 6 4
1] 67% 33% 60% 40% ns

Ns= Diferencia No significativa

SOBREVIDA DEL PACIENTE SEGUN EL GRADO DE DIFENCIACION TUMORAL —
ESCALA SBR

Se observo una evolucion favorable de las pacientes con el tratamiento en 50 casos
(55.55), desfavorable en 32 casos (35.55%) y fallecimiento en 8 casos (8.9%),

correspondiendo al 9.8% de las pacientes con SBR Il y 12.5% de las pacientes con SBR
[l

Grafico No. 8
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COMPARACION DEL TIEMPO UTILIZADO EN LA EVALUACION DE RECEPTORES
HORMONALES SEGUN EL TIPO DE ESCALA

El tiempo promedio de realizacion del estudio fue de entre 51£2.3 para evaluadores

con experiencia y 8.35+3.08 minutos para evaluadores de reciente formacién cuando se

aplicé indice H, frente a 1.08+£0.3 y 1.1+£0.3 minutos, respectivamente, cuando se utilizé el

indice de Allred, independientemente del tipo de receptor hormonal que se estaba

analizando(p<0.005).

Gréfico No. 9
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SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, VPP Y VPN

Se establecieron datos de sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo

y negativo, comparables entre determinacién de receptores de estrégenos y receptores

de progesterona del test de Allred, frente al indice H, cominmente utilizado para este

analisis. (Ver Tabla No.1 y Anexo 9)

TABLA No. 1

Receptores de Estrégenos

Receptores de Progesterona

Sensibilidad 94% 94%
Especificidad 80.6% 75%
Valor Predictivo Positivo 90% 85%
Valor Predictivo Negativo 89% 90%
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IDENTIFICACION DE RECEPTORES HORMONALES EN RELACION CON LA
EVOLUCION CLINICA,MEDIANTE ESCALAS DE iNDICE H Y ALLRED.

No hubo diferencias en la identificaciéon de receptores de estrégenos mediante

ambas escalas de andlisis, en relacion con el tipo de evolucién que se identifico en las
pacientes, sin embargo la escala de indice H, fue mejor en la deteccion de receptores de
progesterona que la escala de Allred en aquellas pacientes que tuvieron una respuesta

mas favorable al tratamiento (Ver Tabla No.2)

TABLA No.2
Evolucion Receptores de Estrogenos Receptores de Progesterona
indice H | Allred Valor p* indice H | Allred Valor p*
Desfavorable | 75% 80% Ns 77.5% 77.5% ns
y Muerte (30/40) (32/40) (31/40) (31/40)
Favorable 60% 56% Ns 58% 46% 0.025
(30/50) (28/50) (29/50) (23/50)

(*) Prueba T de Diferencia de Proporciones. Ns= Diferencia No significativa

Ambas escalas de evaluacion de receptores hormonales resultaron de facil
realizacién, con similares valores de repetibilidad y variabilidad interobservador,
demostrando muy parecidos valores porcentuales de aciertos (medido mediante
repetibilidad simple) y acuerdos (medido mediante repetibiidad compleja), segun lo

demuestra la siguiente tabla. (Ver Tabla No.3 y Anexo 11)

REPRODUCIBILIDAD INTEROBSERVADOR DE LAS ESCALAS INDICE H Y ALLRED
PARA LA EVALUACION DE RECEPTORES HORMONALES EN CANCER DE MAMA

TABLA No.3
indice H | Escala de Allred Significacién estadistica*
Reproducibilidad Simple 87.5% 87.75% Ns
ReproducibilidadCompleja | 73% 75% Ns

(*) Test de Kappa de Cohen. Ns= Diferencia No Significativa

58




DISCUSION

El estudio incluye 90 pacientes con Carcinoma Ductal Invasor (CDI) de mama,
cuya evaluacion se inicié desde el momento de la intervencién quirurgica. Las pacientes
han sido clasificadas de acuerdo con criterios anatomo-patolégicos sustentados en la

extension local y regional del tumor.

Para la determinacion de receptores hormonales por medio de
inmunohistoquimica (IHQ)se necesita experiencia por parte de los observadores ya que
esta técnica varia de acuerdo a la preparacion de la laminilla y a la zona evaluada para

cada escala.

En nuestro estudio se identificaron dos CDI de aparicién a temprana edad (18 y
20), lo que supone asociacion con alteraciones genéticas y/o herencia de un sindrome
de neoplasia familiar. A pesar del incremento del cancer de mama en el mundo,
considerada patologia predominante de la postmenopausia, la enfermedad es poco
frecuente en edades menores de 30 afios. En los grandesestudios poblacionales
escandinavos, las pacientes concancer de mama diagnosticado antes de los 35 afos

representaron menos del 2%. (Host, 1986)

El Instituto Nacional del Cancer y el Colegio Americano de Cirugia, reporté
incidencias de entre el 0.8 al 1% de los casos en mujeres entre 20 a 29 afnos, sin
embargo, Kollias que cita a estos organismos, estima que el 1.1 de cada 10.000 mujeres

de ese rango de edad, podrian desarrollar cancer de mama. (Kollias, 1997)

Es una enfermedad rara en mujeres menores de 25 afios, por lo cual no hay
muchos estudios reportados en este grupo de edad. En el Reino Unido, se ha reportado
entre mujeres de 20 a 24 afos una incidencia de 1.2 de cada 100.000 mujeres y de 0.3

entre jovenes de entre 15 a 19 afos.
Nos hace pensar que un posible factor hereditario puede ser la causa principal
para este hallazgo, sin embargo en nuestro pais no es comun que mujeres de menos de

35 afos sufran con frecuencia este tipo de patologia.

Segun La Sociedad Argentina de Patologia, el prondstico de las pacientes

menores de 35 afos, no varia siempre que se consideren iguales criterios anatomo-
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patolégicos. (PAP, 2004). Sin embargo, varios estudios han demostrado que la edad
temprana al momento del diagndstico se asocia con caracteristicas histolégicas de
tumores de fenotipo agresivo (Earley et al, 1969; Wallgren et al, 1977; Rosen et al, 1984;
Remvikos et al, 1995). En estos estudios las pacientes diagnosticadas con cancer de
mama a edad menor a 35 afos fueron mas propensas a tener tumores de alto grado que

presentan invasién vascular. (Ellis et al, 1992).

La distribucién de los tumores en relacion con el grado histolégico identificd que la
mayoria (67.7%) fueron moderadamente diferenciados, aplicando la escala de SBR, lo
que se ha observado también en estudios similares como los de quienes reportaron 30%
de casos con SBR |, 60% con SBR Il y 10% con Grado lll. (Bhargava, 2008)

En este estudio, en cuanto al estadio clinico destaca un numero proporcional de
pacientes en los estadios | de 11.11% y Il de 8.88%, lo que contrasta con lo que ocurre
en la mayoria de los paises desarrollados, donde en la actualidad, los canceres en
estadio | y Il constituyen el 80-85% de los canceres intervenidos y la cifra de tumores en
estadio Il y IV se ha reducido a menos del 20% (Haid, 1982). Este preocupante hallazgo
se produce pese a que en nuestro pais en los ultimos afios se ha evidenciado un
incremento en la deteccion de este tipo de tumores, debido a las campanas de
prevencion de cancer de mama, especialmente con educacion en autoexploracion y a
utilizacién de estudios radioldégicos y moleculares que han permitido diagnosticar

precozmente el cancer en estadios de menor riesgo para la paciente.

La estadificaciéon TNM del cancer de mama es el mejor indicador de prondstico,
aunque es indiscutible que, un 10% de pacientes en el estadio | y hasta un 40% de
enfermas en el estadio Il desarrollan enfermedad metastésica durante los 5-10 afios de

seguimiento. (McCarty, 1980)

Los avances en el conocimiento del cancer en general y el cancer de mama en
particular, hacen necesaria en forma periddica la revision de las distintas estadificaciones,
asi como también de las distintas pautas de diagnédstico y tratamiento. Es asi como la
AJCC realiza una revision cada 5 a 7 anos del sistema TNM. Hoy en dia, son pocas las
instituciones que no utilizan el sistema TNM para estadificar el cancer de mama,
lograndose asi un lenguaje comun que permite tener el mismo dialogo entre los médicos
abocados a la materia. No obstante, distintos autores han realizado criticas a lo largo de

las subsiguientes ediciones de esta clasificacion, fundamentalmente respecto de la
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incapacidad de resolver la heterogeneidad de la biologia del cancer de mama. Asi mismo,
otros factores como la edad de la paciente, el estado menopausico y los receptores
hormonales, son determinantes importantes a tener en cuenta para evaluar la efectividad

del tratamiento adyuvante. (Carter, 1989)

Cada dia se observa un aumento en la generacién de informacion pronéstica que
con diferentes grados de significancia, trata de orientar un 6ptimo manejo terapéutico
para cada caso, evitando asi un sub o sobre tratamiento. Es asi como se buscan desde el
punto de vista histolégico, métodos mas refinados que proporcionen una mejor

informacién prondstica.

Nosotros encontramos que la evolucién clinica resulté indiferente de la expresion
de receptores hormonales y mayormente dependiente del grado de diferenciacion
histolégica tumoral, sin embargo, McCarty observd que los canceres RE+ presentaban
bajos grados histologicos y nucleares y un reducido tamano de los ganglios axilares
positivos.(McCarty, 1980)

McGuirre ademas observé diferencia absoluta del 8 a 10% en sobrevida libre de
enfermedad para mujeres con tumores de mama receptores positivos en comparacion

con aquellas con receptores negativos.(Mc Guirre, 1992)

Diversos estudios concluyen que pacientes afectados de tumores con receptores
de estrégenos positivos presentan mayor supervivencia global (SG) e intervalo libre de
enfermedad (ILE). Fisher publicé que Las mujeres con tumores ER-positivos tenian una
Intervalo Libre de Enfermedad a 5 afos de 74% vy el intervalo global de 92%, mientras
que las mujeres con tumores ER-negativos tuvieron una ILE a 5 afios y el SG de 66% y
82%, respectivamente. (Fisher B. , 1988)

Por otro lado, la negatividad del receptor de progesterona puede conllevar
asociado factores de peor prondstico en relaciéon con tumores RE+RP+; pero de mejor
pronédstico que los RE-RP-.Este es un argumento a favor de la dosificacion del RP, no

solo en los casos con receptores de estrogenos negativos, sino también en los RE+.

Mohamed sostiene que la expresion de receptores hormonales son factores
altamente predictivos de respuesta a terapia hormonal. Aproximadamente 77% de las

pacientes con tu mores RE y RP positivos responden a terapia hormonal, 27% responden
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cuando son RE positivos y RP negativos, 46% responden cuando son RE negativos y RP
positivos. El 11% de las pacientes no responden cuando ambos receptores son positivos,
y aproximadamente el 33% de las pacientes con receptores positivos no responden a

terapia hormonal. (Mohammed, R, 1986)

Los estudios con seguimiento a largo plazo, sin embargo, sugieren que la
importancia prondstica de los receptores hormonales no pueden persistir a largo
plazo,Hilsenbeck demostré un mejor prondstico para los tumores ER positivos durante

los primeros 3 afos de seguimiento, pero no después de 3 afios. (Hilsenbeck, 1998)

Tanto el método de Allred como indice H para evaluacién de Receptores
Hormonales, combinan la evaluacién del porcentaje de la tincion de los nucleos de las
células tumorales y la intensidad de la tincion. Estudios previos ha demostrado Una
importante relacién cuantitativa entre la puntuacién histolégica (indice H) y el anélisis

bioquimico del contenido de ER en homogeneizados de tejido (r = 0,65, p = 0,00001).

Excelente sensibilidad (92%) y especificidad (93%) fueron observado para la
comparacién delindice H y para el ensayo bioquimico. Sensibilidad del total del tejido
indice H fue del 92% vy la especificidad fue del 93% en relacién con el ensayo bioquimico.
La precisién global del indice H fue del 92%. (Debra, 1986)

Por nuestra parte observamos una sensibilidad de 94% y especificidad de 75% a
80% de la escala de Allred, utilizando como prueba de oro para comparar al indice H. No
encontramos en la literatura cientifica estudios similares que hayan considerado estos
parametros para comparar ambas escalas, Sin embargo Shousha ha propuesto un
cuadro comparativo entre las escalas de evaluacion de Allred e indice H, para entender la

relacién semicuantitativa de células involucradas en el tumor y la posible respuesta.
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COMPARACION DEL INDICE ALLRED Y EL iNDICE H

% Células | Intensidad | indice Allred | indice H | Interpretacion
Allred/ indice H

0 0 0+0=0 0 Negativo

<1% 1 1+1=2 0 Negativo

1%-10% 1 2+1=3 1-10 Muy pobre

<1% 2 1+2=3 0 Muy pobre/ Negativo

11%-33% 1 3+1=4 11-33 Pobre

1%-10% 2 2+2=4 2-20 Pobre

<1% 3 1+3=4 0 Pobre/Negativo

34%-66% 1 4+1=5 34-66 Pobre

11%-33% 2 3+2=5 22-66 Pobre

1%-10% 3 2+3=5 3-30 Pobre

67%-100% |1 5+1=6 67-100 Intermedio

34%-66% 2 4+2 =6 68-132 Intermedio

11%-33% 3 3+3=6 33-99 Intermedio

67%-100% | 2 5+2=7 134-200 Positivo

34%-66% 3 443 =7 102-198 Positivo

67%-100% | 3 5+3=8 201-300 Positivo

(Shousha, 2008)

Nosotros encontramos dificultades de interpretacion en la Escala de Allred cuando
debiamos asignar un valor con un porcentaje minimo pero de tincién intensa, lo que
puede determinar sobrevaloracion del tejido en cuanto a la expresion del receptor
hormonal, por ello creemos que para medicar, el valor de corte de la escala deberia

revisarse y quiza aumentarse.

Los tumores fueron definidos como RE-positivo si su total de puntuacién de Allred

fue mayor que 2 (correspondiente a tan so6lo 1% a 10% débilmente de células positivas) y
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RE-negativo, si su puntuacion fue 0 o 2 (menos de 1% de los nucleos de las células
tumorales). Harvey y cols.observd que en el sistema de Allred la supervivencia de
pacientes con carcinomas que tuvieron una puntuacion de 2 (correspondiente a <1% de
células débilmente positivas) fue similar a la de pacientes con carcinomas que fueron
totalmente negativos para RE.Por lo tanto, una puntuacion de 2 fue considerado como un
resultado negativo. Los carcinomas con menos de 1% de células positivas y las
puntuaciones de intensidad de 2 o 3 tendrian una puntuacion total de 3 o0 4 y se considera
test positivo. Aunque se ha sugerido que los carcinomas con <1% de células positivas
deben ser considerados negativos para RE, esto no se ha demostrado de manera

concluyente. (Harvey, 1999).

Esta observacion confirma la preocupacion expresada por Allred y Moshin, que un
corte de 10% para RE podria excluir a los pacientes con necesidad de los beneficios de
la terapia endocrina. Muchos hospitales y laboratorios utilizan diversas metodologias, y la
mayoria tienen elegido arbitrariamente 10% o incluso 20% de células positivas tumorales
como su punto de corte para definir la positividad de RE, que puede asociarse con la
resistencia al tamoxifeno in vitro o0 en modelos animales, posiblemente mediante la

promocion de la fosforilacion de los receptores. (Mohsin, 2005)

Por lo tanto consideramos que la puntuacion Allred da demasiado énfasis en el
grupo débilmente positivo y que adicionalmente a esta controversia, los datos a evaluar
en las laminillas pueden presentar variabilidad dependiendo dela seleccion del area a
leer, puesto que en la placa puede haber zonas bien y mal procesadas. En cambio el
indice H proporciona una descripcion mas detallada de la evaluacién, pero con un

consumo significativamente mayor de tiempo.
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CONCLUSIONES

En el manejo terapéutico del Carcinoma Ductal Mamario es de crucial importancia
para la eleccién del tratamiento farmacologico mas adecuado, la determinacién de

Receptores Hormonales mediante Técnicas de Inmunohistoquimica.

La presencia o no de Receptores Hormonales en los Carcinomas Ductales de Mama
condiciona la respuesta terapéutica y prondstico de la enfermedad, pero estas
condiciones se ven ampliamente modificadas por el grado de diferenciacion

histolégico y el estadio de avance tumoral al momento del diagnostico.

La sensibilidad, especificidad, valores predictivos y relacion con la respuesta
terapéutica de la Escala de Allred para evaluacién de Receptores Hormonales en el
Carcinoma Ductal de Mama son equiparables a la Escala indice H de uso habitual.
Pero debe revisarse y probablemente elevarse el valor de corte requerido para indicar
la medicacién, evitando asi los casos falsos en que el porcentaje de células positivas

€s minimo pero su expresion es intensa.

Debe ponerse mayor cuidado al utilizar la Escala de Allred en la Evaluaciéon de

receptores de Progesterona, donde demostré deficiencia frente a la de indice H.

La Reproducibilidad Interobservador de Ambas Escalas es muy buena, segun lo
establece el andlisis de repetibilidades simple y compleja, incluso entre observadores
de experiencia reciente en la utilizacion de las mismas, con una notable ventaja en el
tiempo de aplicacion de la escala de Allred, que quiza constituye su mejor atributo

frente a la de indice H.
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RECOMENDACIONES

Realizar la IHQ con controles para cada evaluacion.

La IHQ debe ser minuciosamente manejada para el uso de las escalas de Allred o
indice H, ya que puede existir error en la interpretacién debido a una mala tincion

nuclear y citoplasmatica.

Usar reactivos en buenas condiciones evitando un fondo sucio invaluable en las

laminillas.

Para el uso de las escalas de Allred o indice H determinar o marcar la zona a ser

evaluadas, para evitar falsos positivos.

Los cortes histologicos no deben estar desprendidos de la laminilla ya que con

frecuencia es una lectura no valorable e las dos escalas,

Buscar la implementacién de sistemas de graduacion masobjetivoscon criterios
estrictos, faciles yrapidosque sea reproducibles y finalmente proporcionen resultados

mas consistentes.

Podria establecerse un rango de tiempo en las dos escalas para optimizar los

recursos de la institucion y el tiempo del evaluador.

Se deberia entrenar mas al personal que esta involucrado en todo el proceso de la
evaluacion de las escalas para obtener resultados que favorezcan el diagnéstico

previo al tratamiento del paciente.
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ANEXOS

ANEXO 1
GLOSARIO
Adherencia al TratamientoComo el cumplimiento del mismo; es decir, tomar la
medicacién de acuerdo con la dosificacién y el programa prescrito; y la persistencia,

tomar la medicacion a lo largo del tiempo de tratamiento indicado. (Pfizer, 2009).

Carcinoma Ductal Invasor Carcinoma invasor que se origina en el epitelio de
revestimiento ductal. Se distinguen un tipo convencional (clasico), con numerosas

variantes del mismo, y otros tipos especiales.(Grases, 2003)

Efecto Terapéutico Es el fenomeno por el cual los sintomas de un paciente pueden
mejorar mediante un tratamiento con una sustancia placebo, es decir, una sustancia
inerte a los fines de lo que estaria causando (etiologia, conocida o no) los sintomas del

paciente en un primer lugar. (WIKIPEDIA)

Eficacia Capacidad de un sistema para obtener resultados, sin preocuparse por los

recursos que deba invertir para ello..(EUMED)

Eficiencia Es la relacién entre los resultados que logra y el costo de los recursos
necesarios. (EUMED)

Especificidad Es la capacidad de una prueba para descartar al exento de la enfermedad

investigada evitando la presencia de falsos positivos. (Colimon, 1990)

Evolucion DesfavorableSobrevida refleja la proporcién de personas vivas a un tiempo
pre-especificado luego del diagnéstico de la enfermedad en cuestion. Usualmente, y por

convencion, este tiempo es de 5 anos. (Polit, 2009)

indice AllredEs un método de valoracion microscopica para la identificacion de
receptores de estrogenos y progesterona, que debe transmitir la proporcién estimada y la

intensidad de las células tumorales positivos (rango 0-8).(Dixon, 2003)

indice H Es un método de valoracién microscopica para la identificacion de receptores
de estrogenos y progesterona y se obtiene al multiplicar el porcentaje de células

tumorales por el factor de intensidad de coloracion: 1 para los débiles, 2 para los
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moderados, y 3 para los intensos. La puntuacion final se sitia entre 0 y 300. (Rosen,
2006)

indice Numero con que se representa convencionalmente el grado o intensidad de una

determinada cualidad o fendmeno. (DEF)

Inmunohistoquimica Técnicas basadas en el uso de anticuerpos marcados que
permiten asociar la visualizacién microscépica de detalles tisulares y celulares, con la

deteccién de moléculas concretas en la muestra. (Osakidetza, 2009)

Pronéstico Juicio que forma el médico respecto a los cambios que pueden sobrevenir

durante el curso de una enfermedad, y sobre su duracion y terminacion. (DICCIOMED)

Receptor de Estrogeno Proteina que se encuentra en el interior de las células del tejido
reproductor femenino, en algunos otros tipos de tejidos y en algunas células cancerosas.
La hormona estrogeno se unira a los receptores dentro de las células y puede hacer que

las células crezcan. También se llama RE. (CNI)

Receptor de Progesterona Proteina que se encuentra en el interior de las células del
tejido reproductor femenino, algunos otros tipos de tejido y algunas células cancerosas.
La hormona progesterona se une a los receptores del interior de las células y puede

hacer que las células crezcan. También se llama RP. (CNI)

Reproducibilidad Debe permitir la repeticion del fendmeno en varias condiciones de

persona, tiempo y espacio.(Colimon, 1990)

Sensibilidad Es la capacidad de una prueba para detectar a los enfermos evitando la

presencia de falsos negativos.(Colimon, 1990)

Valor predictivo negativo Es su capacidad para dar un resultado negativo a los
realmente exentos de la enfermedad, evitando asi la inclusion de falsos negativos. Es la
estimacion de la probabilidad de ausencia de la enfermedad cuando el test es negativo.
(Colimon, 1990)

76



Valor predictivo positivo Es la capacidad del test de dar un resultado positivo a los
realmente enfermos, evitando asi la inclusién de falsos positivos. Es la estimacion de la

probabilidad de estar enfermo cuando el test es positivo. (Colimon, 1990)
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ANEXO 2
ESCALA DE SCARF-BLOOM-RICHARDSON (SBR)

‘r““m)

(‘.‘,\I-)

Prondstico Favorable: 3,405
Prondstico Moderado: 6,7
Prondstico Desfavorable: 8, 9

(Gunther, 2005)

78



ANEXO 3
CLASIFICACION TNM DEL CANCER DE MAMA

N = Linfonodos regionales
Nx : No pueden ser evaluados por falta de datos
NO : Ausencia de adenopatias palpables
N1 : Metastasis axilares homolaterales moviles palpables
N2 : Metastasis axilares homolaterales fijas o metastasis
en mamaria interna homolaterales detectables por imagenes
(salvolinfocintigrafia) o por examen clinico,
en ausencia clinica de metastasis en axila.
N2a : Metastasis axilares homolaterales fijas entre si o a otras estructuras.
N2b : Metastasis en cadena mamaria interna homolateral en ausencia clinica de
metastasis axilares.
N3 : Metastasis infraclaviculareshomolaterales o en mamaria interna homolaterales
detectadas por imagenes o clinica y presencia de metastasis axilares;
supraclaviculares homolaterales con o sin compromiso de linfonodos de axila o
mamaria interna.
N3a : Metastasis en linfonodosinfraclaviculares
homolaterales y en axilares
N3b : Metastasis en linfonodos de mamaria interna
homolaterales y en axilares
N3c : Metastasis en linfonodos supraclaviculares

T = Tumor

Tx : Tumor desconocido

To : Sin evidencias de tumor primario

Tis : Carcinoma in situ (CDIS - CLIS - Paget no asociado tumor)

T1 : Tumor de 2 cm o0 menos en su diametro mayor
T1 mic:Microinvasiéon menor de 0,1cm en su didmetro mayor
Tla : Tumor de 0,5 cm o menos
T1lb : Tumor mayor de 0,5 cm y hasta 1 cm
T1lc : Tumor mayor de 1 cmy hasta 2 cm

T2 : Tumor mayor de 2 cm y hasta 5 cm

T3 : Tumor mayor de 5 cm

T4 : Tumor de cualquier tamafio con extension a pared toracica o a piel
T4a : Extension a pared toracica
T4b : Piel con edema, ulceracion o nédulos satélites en la mama
T4c : Sumadea+b
T4d : Cancer inflamatorio

M = Metastasis a distancia
Mx : No hay datos
MO : Sin metastasis sistémicas demostrables
M1 : Metastasis sistémicas presentes
Es importante saber que esta nueva clasificacion incorpora los Tmicy a
la cadena mamaria interna dentro de N.

(AJCC, 2004)



ESTADIFICACION TNM

Estadio 0
Estadio |
Estadio Il A

Estadio Il B

EstadiolllA =

EstadiollA =

Estadio Il B
Estadio IV

Tis
T1

TO
T1

T2
T2
T3
TO
T

T2
T3
T3

T4
T4
T4

Cualquier T N3 MO
Cualquier T + cualguier N + M1

NO
NO
N1
N1
NO
N1
NO
N2
N2
N2
N1
N2

NO
N1
N2

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO

MO
MO
MO

Estadiol y Il : Tempranos y curativos.
Estadio Ill : Locorregionalmente avanzado.
EstadiolV  : Diseminado y se considera incurable.

(AJCC, 2004)
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OBSERVADOR 1

ESTROGENOS PROGESTERONA
. . e . Usode | Indice ' Uso de . L ! Uso de Indice . Uso de
#informe | IndiceH | Positividad | Tiempo Farmaco | Allred IS | PS | Tiempo Farmaco Indice H | Positividad | Tiempo Farmaco | Allred IS | PS | Tiempo Farmaco
ANEXO 4
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ANEXO 5
RECEPTOR DE PROGESTERONA
INDICE DE ALLRED
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Células negativas tefiidas con la linea de control PR. 40x
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-ar

(PS 4)+(ES1)=TS 5 — positivo

(PS 5) + (ES 3) = TS 8 — positivo
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ANEXO 6

RECEPTOR DE ESTROGENOS
INDICE DE ALLRED

a - ‘3‘...1

Células negativas tefiidas con la linea de control ER. 40x
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P = i
(PS 0) + (0) = 0 — TS negativo (PS 1) + (ES 1) = TS 2 — negativo
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Tejido Normal

ANEXO 7

INDICE H

Confrol N

egativo
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ANEXO 8

INDICE H

H-scora: 18D H-gcora: B0 H-score: 20
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ANEXO 9

TABLA No. 1
RECEPTOR DE ESTROGENOS
iNDICE H
Positivo Negativo
56 3
Positivo
iNDICE alb
ALLRED cld
Negativo | 6 25
Sensibilidad
S = a
T a+b
o_ 56
" 56+3
o536
" 59
S =10.94
S =10.94 x 100 = 94%
Especificidad
£ = d
T c+d
. 25
T 6+25
g 25
31
E = 0.806

E =0.806 x100 = 80.6%
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Valor Predictivo Positivo

Valor Predictivo Negativo

Vpp :a+c
Vo — 56
PP =566
56
Vpp=5
Vpp = 0.90

Vpp =090 X100 =90%

d
=
o 25
P =3%72s
25
Vpp =235
Vpp = 0.89

Vpp = 0.89 x 100 = 89%
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ANEXO 10

TABLA No. 2
RECEPTOR DE PROGESTERONA
iNDICE H
Positivo Negativo
51 3| +_
Positivo T=54
iNDICE alb
Negativo |9 27
Sensibilidad
S = a
T a+b
G 56
T 5643
G 56
"~ 59
S =0.94
§$=0.94 x 100 =94%
Especificidad
E = d
T c+d
. 25
6+ 25
. 25
~ 31
E = 0.806

E =0.806 x 100 = 80.6%
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Valor Predictivo Positivo

Valor Predictivo Negativo

Vpp :a+c
Vo — 56
PP =566
56
Vpp=5
Vpp = 0.90

Vpp =090 X100 =90%

d
Ve =g
o 25
P =625
25
Vpp =37
Vpp = 0.80

Vpp = 0.80 x 100 = 80%
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ANEXO11
TABLA No. 3

CALCULO REPRODUCIBILIDAD INDICE DE ALLRED

OBSERVADOR 3
42 6
OBSERVADOR alb
2 cld
18 24
T=60 T=30
Reproducibilidad Simple
RS = —
“a+b
RS — 42
4246
RS — 42
48
RS = 0.875

RS =0.875 x 100 = 87.5%

ReproducibilidadCompleja

_a+t d
"~ total

42424

R
¢ 90

66

RC = —
90

RC =0.73

RC =0.73 x100 = 73%



CALCULO REPRODUCIBILIDAD INDICE H

OBSERVADOR
2

Reproducibilidad Simple

RS = 0.8775 x 100 = 87.75%

ReproducibilidadCompleja

OBSERVADOR 3

43

25

43

RS =—
=%

RS = 0.8775

_a+t d
"~ total

RC_43+25
90

68

RC = —
90

RC = 0.75

RC =0.75 x100 = 75%

T=31
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