UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
ESTUDIOS DE POSGRADO
HOSPITAL GENERAL DE MEXICO

COMPARACION ENTRE LA EXPRESION DE LA
INMUNOHISTOQUIMICA DE p53 EN TEJIDO TOTAL Y EN
MICROARREGLOS EN CARCINOMA DUCTAL DE MAMA

TESIS DE POSGRADO
PARA OBTENER EL DIPLOMA DE:
ESPECIALISTA EN ANATOMIA PATOLOGICA
PRESENTA:

DR. IVAN JACINTO CORTES

TUTORES DE TESIS: DRA. MARIA VIRGILIA SOTO ABRAHAM



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dra. Patricia Alonso de Ruiz

Jefa del Servicio de Patologia del Hospital General de México, Departamento de Patologia
UNAM.

Dra. Maria Virgilia Soto Abraham



4.1

4.2

5.1

52

53

54

55

5.6

Abreviaturas

indice de tablas

indice de figuras
Resumen

Antecedentes
Justificacion

Hipotesis

Objetivos

Objetivo General
Objetivos especificos
Material y métodos
Disefio del estudio
Seleccion de la muestra
Procedimientos
Evaluacion de la Inmunohistoquimica
Método estadistico
Consideraciones éticas
Resultados

Discusion y conclusion

Bibliografia

INDICE

PAG

12

14

14

14

14

15

15

15

15

20

20

21

22

30

32



ABREVIATURAS

BRCA 1: Gen supresor tumoral localizado en el cromosoma 17 relacionado con el
carcinoma de mama hereditario con patrén autosémico dominante denominado “Breast
cancer 1”

BRCA 2: Gen supresor tumoral localizado en el cromosoma 13 relacionado con el
carcinoma de mama hereditario con patron autosémico dominante denominado “Brest
cancer 2”

PTEN: Tumor neuroectodérmico primitivo periférico.

STK11: Gen localizado en el cromosoma 19 relacionado con el sindrome de Peutz-Jeghers
llamado “serina-treonina quinasa.

CDH1: Gen encargado de la sistesis de E-caderina relacionado con el carcinoma géstrico
hereditario con patron autosomico dominante llamado “Carcinoma difuse hereditary”.

BAAD: Biopsia por aspiracion con aguja delgada.

RMN: Resonancia magnetica nuclear.

PET: Tomografia por emision de positrones.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

TNM: Sistema creado por el comité conjunto Estadounidense sobre el cancer para
determinar es estadio del al enfermedad en el paciente. Las descripciones de las letras son:
T tamafio del tumor y si ha invadido el tejido cercano; N describe cualquier ganglio
linfatico afectado; M describe metastasis.

MRM: Mastectomia radical modificada.

Her-2: Proteina tipo receptor tirosin-cinasa que participa en el crecimiento normal de las
células también llamado factor 2 de crecimiento epidérmico humano.

ARN: Acido ribonucleico.

ADN: Acido desoxirribonucleico.
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RESUMEN

INTRODUCCION EI cancer de mama es la principal enfermedad maligna no cutanea,

teniendo en primer lugar el carcinoma tipo ductal. Aproximadamente un tercio de los
canceres de mama presentan mutaciones del gen supresor tumoral p53, lo cual se asocia a
una mayor agresividad tumoral y mayor grado histoldgico. Los estudios de microarreglos
en p53 en cancer de mama la relacionan con la sobrevida y es junto con otras proteinas y
factores prondsticos, sin embargo no hay algun estudio que evalle la concordancia de la

expresion de dicha proteina expresada en todo el tejido neoplasico con microarreglos.

OBJETIVO: Analizar la expresion inmunohistoquimica de p53 en todo el tejido neoplasico

de mujeres con carcinoma ductal infiltrante y en microarreglos de tejido.

RESULTADOQOS:Se evaluaron los 23 casos se evaluaron con inmunohistoquimica para p53

en todo corte de tejido y en microarreglos. En intensidad en todo el tejido, dos casos la

intensidad fue leve, 10 con moderada, fuerte 6 y negativo en 5; 12 tuvieron menos de 1/3

de las células neoplasicas tefidas, 9 con intensidad moderada, 2 con leve y 1 con fuerte;
en puntuacién 3 casos el score fue de cuatro cruces y correspondieron a intensidad fuerte y
>2/3 de células tefiidas. En microarreglos 3 casos con intensidad fuerte, 4 con moderada, 1
con leve, y 15 negativos; 4 casos con >2/3, tres con intensidad fuerte y uno con moderada y
15 casos no positivos con intensidad negativa; en puntaje 2 casos con score de cuatro

cruces, intensidad fuerte y >2/3 de células tefiidas

CONCLUSIONES La expresion de p53 a traveés de la inmunohistoquimica en todo el

tejido obtenido de biopsias de carcinoma ductal infiltrante es con mas frecuencia positiva

en comparacion con la expresada en microarreglos de tejido.



1. ANTECEDENTES

El cancer de mama es una enfermedad maligna en donde la proliferacion acelerada,
desordenada y no controlada de células pertenecientes a distintos tejidos de la glandula
mamaria forman un tumor que invade los tejidos vecinos y metastatiza en érganos distantes
del cuerpo. Especificamente el carcinoma ductal, es la neoplasia maligna mas comun de la

mama. El cancer de mama es la neoplasia maligna no cutanea mas comin eh mujeres

De acuerdo con las estimaciones del afio 2002 se presentaron 1,151,298 casos nuevos de
cancer de mama y 410,712 defunciones y mas de 4.4 millones de mujeres viven con este
tipo cancer de mama alrededor del méfd&n México se diagnosticaron 11,656 casos y
se presentaron 3,919 muertes en el afio 2002 y actualmente constituye la primera causa de
diagnéstico de carcinoma invasor en la mujer seguido por el cancer cervicutenno
Estados Unidos y otros paises desarrollados la incidencia de cancer de mama ha
disminuido, esto ha sido atribuido a:

a) A los programas de deteccion oportuna (mastografia).

b) Disminucién en la prescripcién de la terapia de reemplazo hormonal

Como ocurre en otros tipos de cancer, en el de mama existen factores que pueden estar
solos 0 en conjunto y favorecer el desarrollo de esta neSplaBiaeden estar presentes
durante periodos largos; algunos de estos factores tienen riesgos relativos menores. La
presencia de dos o mas incrementan la posibilidad de desarrollar esta enfermedad. Los mas
importantes sch

 Edad avanzada.



* Menstruacién a temprana edad (antes de los 12 afios).

» Edad avanzada al momento del primer parto (34 afios) o nuliparidad.

» Antecedentes personales de cancer de mama o de enfermedad benigna (no
cancerosa) de mama (hiperplasia ductal atipica).

* Madre o hermana(s) con cancer de mama.

» Tratamiento con radioterapia dirigida a la mama/pecho 10 a 15 afios previos al
diagnéstico de cancer de mama.

* Densidad mamaria aumentada en una mastografia.

« Terapia de reemplazo hormohal

» Consumir bebidas alcohdlicas.

» Ser de raza blanca.

» Alteraciones genéticas (BRCA 1y BRCA 2 en cancer hereditario de mama/ovario,
PTEN en el sindrome de Cowden, p53 en el sindrome de Li-Fraumeni, STK11 en el
sindrome de Peutz-Jeghers, CDH1 en el sindrome de cancer gastrico difuso

hereditario)®.

El riesgo de desarrollar un cancer de mama a 5 afios puede ser tan bajo como de 0.4% en
una mujer de 40 afos sin factores de riesgo, o tan alto como de 6% en mujeres de 49 afos
con varios factores de riesgo. Mujeres entre 40 y 49 afos de edad que presenten cualquiera
de los siguientes factores tienen un riesgo mayor de padecer esta enfermedad que aquellas
mujeres mayores de 50 afios que no los presenten:

» Dos biopsias previas de la mama no concluyentes.

» Un familiar de primer grado con cancer y una biopsia previa.



» Diagnostico previo de cancer de mama.
» Carcinoma ductah situ o hiperplasia atipica.

» Historia de radioterapia a la pared toracica.

El diagnéstico se hace por medio de la exploracion fisica, la mastografia, el ultrasonido y la
biopsia con aguja de corte (Trucut). En presencia de adenopatias sospechosas, también se
solicitara la biopsia con aspiracion con aguja delgada (BAAD), algunas pacientes también
requeriran de la resonancia magnética nuclear (RMN) y la tomografia por emision de
positrones (PET)

El diagnéstico anatomopatolégico es de gran importancia para determinar el tipo
histologico de la lesion. La clasificacion histologica actual de los carcinomas de mama por

la organizaciéon mundial de la salud (OMS) presenta una extensa lista de la cual los tipos
mas frecuentes son el carcinoma ductal invasor (50 a 70%) y el carcinoma lobulillar invasor
(5-15%). Los restantes considerados tipos especiales, son menos frecuentes e incluyen el

carcinoma tubular, mucinoso, medular, metaplasico entre"otros

Después de tener el diagndéstico histopatolégico de céncer se realizan estudios de
laboratorio y gabinete, encaminados a determinar la extensién de la enfermedad. El
pronéstico y tratamiento son individualizados y dependeran de la etapa clinica; ésta ultima
se determina dependiendo del tamafio tumoral, la presencia o0 ausencia de metastasis

ganglionares y/o a distancia (sistema de clasificacion TRM)(Figura 1).



Figura 1: Clasificacion TNM para cancer de mama

El tratamiento es variado e incluye cirugia, quimioterapia, hormonoterapia, terapia
bioldgica y radioterapia. El uso de cada una de estas terapelticas depende de la etapa
clinica en la que se encuentre la paciente. La cirugia es la principal modalidad de
tratamiento local del cancer mamario, existen diversos procedimientos quirdrgicos,
considerandose la mastectomia radical modificada (MRM) el tratamiento estandar. Sin
embargo si el cAncer de mama se detecta en una etapa clinica temprana, se puede ofrecer un
tratamiento conservador (Tumorectomia), en el que la paciente puede incluso conservar la
mama sin comprometer el tratamiento oncolégico radical. Dependiendo del tamarfio
tumoral, el nUmero de ganglios linfaticos con metastasis y de otros factores clinicos y
patolégicos se ofrecerd tratamiento con radioterapia, hormonoterapia y/o quimioterapia

adyuvante. Estos tratamientos prolongan la sobrevida, el periodo libre de enfermedad y



disminuyen el riesgo de recurrencia local-regional y a distdn@in embargo no son
suficientes para predecir el comportamiento biolégico del carcinoma por lo que se busca
una nueva clasificacion que refleje adecuadamente un prondstico para una mejor
posibilidad terapéuticd®. Recientemente la terapia biolégica ha demostrado efectos
benéficos en el tratamiento de cancer de mama, especificamente el trastuzumab que
incrementa la sobrevida cuando se administra como tratamiento adyuvante a mujeres cuyos
tumores expresan la oncoproteina Her-2 y asociados a quimioterapia en el cancer de mama

metastasict’ 14 1°

El gen p53 esta localizado en el cromosoma 17p13.1, y es blanco habitual de la alteracion
genética de los tumores humartBs La proteina supresora de tumores p53 es el mayor
mecanismo anticancer y esta demostrado que su alteracién genética es la mas frecuente
asociada con carcinoma. Aproximadamente un tercio de los canceres de mama presentan
mutaciones del gen supresor tumoral p53, lo cual se asocia a una mayor agresividad
tumoral y mayor grado histol6gidd™® Los datos que disponemos de estudios realizados
sobre mutaciones en p53 estan generalmente basados en la secuencia de exones desde el 5
al 9 debido a que es la zona donde por el momento se ha conseguido localizar estas
mutaciones. Los estudios basados en la secuencia genética de estas mutaciones estan
limitados debido a su complejidad molecular de este gen, aunque se estan consiguiendo
grandes avances debido al desarrollo de técnicas de alta resolucion para el estudio

genéticd®.



Las técnicas de inmunohistoquimica generalmente detectan la sobreexpresion de este gen,
cuya consecuencia resulta generalmente en la prolongacion de la vida media de la proteina

codificada.

Mientras la mayoria de las mutaciones del p53 ocurren de forma espontanea sobre células
somaticas, cuando esta mutacion se asocia a alteraciones sobre células germinales (como en
el sindrome de Li-Fraumeni), existe ademas una mayor incidencia de cancer d&mama
Ademas se ha demostrado una relacion entre BRCA1 y p53 en cancer de mama hereditario,

de tal manera que la mutacién en p53 funciona como un cofactor en estos pdcientes

El p53 es considerado en forma habitual como uno de los marcadores en el cancer de
mama, particularmente en la enfermedad sin afeccion linfatica, aportando ademas ayuda
para identificar pacientes que van a responder mejor a la quimioterapia y radiGte@mia

ha identificado y relacionado por diferentes metodologias con carcinoma de mama en
porcentajes variables de pacientes pero con resultados mixtos en términos de correlacion

clinica y seguimiento con respuesta a tratamighto

En 1998 Kononen y colaboradores publicaron la t&ckie microarreglos de tejido en

donde describen detalladamente la técnica en donde seleccionan una muestra representativa
del tumor del tejido fijado en etanol frio e incluido en parafina para preservacion del ARN

y ADN, tomando la muestra de tejido en forma de cilindro con una aguja del bloque de
parafina llamado “bloque donador” y depositada en el “bloque receptor”. Este
procedimiento tiene como gran ventaja ahorro de tiempo y costo de técnicas de
inmunohistoquimica y estudios de ADN y ARN en comparacion con el corte completo de

la lesion 242
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Los microarreglos de tejido han sido evaluados en cuanto a su correlacién en la expresion
de marcadores de cancer de mama como estrogenos, progesterona, HER2 5, p53,
catenina. Estos estudios han sido con cohortes pequefias y se cree que puede variar si el

bloque donador tiene poco material o el tumor es heterog&neo

La concordancia es variable dependiendo del marcador estudiado y también comparado ya
sea con todo el corte de la lesion o con estudio bioquimico o genético. Los estudios de
microarreglos en p53 en cancer de mama la relacionan con la sobrevida y es junto con otras
proteinas y factores pronésticd$ sin embargo no hay algin estudio que evalle la
concordancia de la expresion de dicha proteina expresada en todo el tejido neoplasico con

microarreglos.
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2. JUSTIFICACION

El carcinoma ductal, es la neoplasia maligna mas comun de la mama. En nuestro pais se
diagnosticaron en el afio 2002 11,656 nuevos casos y 3,919 mujeres murieron por esta
causa. Por lo anterior, es considerada la primera causa de muerte por cancer en las mujeres
en México, superando incluso al carcinoma cervicoutérino

El diagnostico de carcinoma de mama requiere de de la exploracion fisica, mastografia,
ultrasonido, BAAD, biopsia con aguja de corte (Trucut). Para la estadificacion es necesario
RMN y PET. En el tratamiento la terapia biolégica ha demostrado efectos bériéfictis

La proteina supresora de tumores p53 es el mayor mecanismo anticancer y esta demostrado
gue su alteracion genética es la mas frecuente asociada con carcinoma. Aproximadamente
un tercio de los canceres de mama presentan mutaciones del gen supresor tumoral p53, lo
cual se asocia a una mayor agresividad tumoral y mayor grado histofdgicd.as

técnicas de inmunohistoquimica detectan la sobreexpresién de este gen. La técnica de
microarreglos de tejido ha sido evaluada en cuanto a su correlacion en la expresion de
marcadores de cancer de mama como estrégenos, progesterona, HER2 5, p53, 3 catenina.
Sin embargo, estos estudios han sido con cohortes pequefias y se cree que puede variar si el
bloque donador tiene poco material o el tumor es heterod&neBn México y no hay

algun estudio que evalle la concordancia de la expresion de dicha proteina expresada en

todo el tejido neoplasico con microarreglos.

Por otra parte, en el Hospital General de México, la clinica de cancer de mama del servicio
de Oncologia cuenta con un gran numero de pacientes con diferentes neoplasias de mama,
de las cuales contamos con el bloque de parafina 6ptimo para esta comparacion entre la

expresion de p53 con inmunohistoquimica en todo el tejido contra microarreglos.

12



Este estudio fue posible con el apoyo para la realizacion de las dos técnicas del Instituto de
Patologia e Inmunologia Molecular de la Universidad de Oporto (IPATIMUP) en Oporto,

Portugal.

13



3. HIPOTESIS

La expresion de p53 a través de inmunohistoquimica en todo el tejido neoplasico de las
biopsias de mujeres con carcinoma ductal infiltrante es diferente a la expresion en

microarreglos de tejido.

4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Analizar la expresion inmunohistoquimica de p53 en todo el tejido neoplasico de mujeres

con carcinoma ductal infiltrante y en microarreglos de tejido.

4.2 ESPECIFICOS

Analizar la expresion inmunohistoquimica de p53 en todo el tejido neoplasico de mujeres

con carcinoma ductal infiltrante.

Analizar la expresién inmunohistoquimica de p53 en microarreglos de tejido neoplasico de

mujeres con carcinoma ductal infiltrante.

Correlacionar la expresion inmunohistoquimica de p53 en todo el tejido neoplasico de

mujeres con carcinoma ductal infiltrante con su mismo caso en microarreglos de tejido.

14



5. MATERIAL Y METODO
5.1 DISENO DEL ESTUDIO
Es un estudio descriptivo.
5.2 SELECCION DE LA MUESTRA

Se seleccionaron de la clinica de mama de la unidad de Oncologia Ginecologica del
Hospital General de México por muestreo no probabilistico consecutivo, 23 casos de
mujeres con una edad de 35 y 69, con diagndstico carcinoma ductal infiltrante de mama
gue contaran con expediente clinico competo y tratadas con mastectomia radical
modificada. Los especimenes fueron obtenidos por mastectomia fueron fijados en
formaldehido al 10% e incluidos en parafina. El diagnéstico fue hecho por microscopia de
luz con cortes tefildos por hematoxilina y eosina de acuerdo a los criterios de Bloom y
Richardsorf’. Fueron seleccionados los casos con el corte y bloque de tejido en parafina

con la mayor cantidad células neoplasicas.
5.3 PROCEDIMIENTOS

5.3.1 INMUNOHISTOQUIMICA

Se utilizé un anticuerpo primario monoclonal de raton (DO-7; Dako, Carpinteria, EE.UU,;

dilucién 1:75) para la deteccion inmunohistoquimica de la proteina p53 en los casos
seleccionados. Para tal efecto, cortes histolégicos de 4 mm de espesor representativos de
cada tumor fueron montados en laminas silanizadas, desparafinados en xilol y rehidratados
con pasos sucesivos de alcoholes de grado decreciente hasta agua desionizada. La actividad

de peroxidasa enddgena y las uniones electrostaticas inespecificas fueron bloqueadas

15



respectivamente con solucién de peréxido de hidrogeno al 3 % en metanol y un agente
blogueante de proteinas (Immunon Shandon, Pittsburg, EE.UU). La recuperacion
antigénica se efectu6 por calor con una vaporera de marca comercial durante 30 minutos,
para lo cual se dejaron las laminas inmersas en solucion recuperadora blanco de Dako de
pH 6.1. Posterior al lavado con solucion de tris buffer salino con tween 20 (TBST), las
laminas fueron colocadas en contenedores adecuados y los siguientes pasos realizados en el
aparato automatico Dako AutoStainer. El anticuerpo primario fue incubado sobre las
secciones histolégicas a temperatura ambiente durante una hora, seguido de lavado con
TBST. Utilizando el sistema de deteccion y amplificacion EnVision (Dako, Carpinteria,
EE.UU), se aplicd un anticuerpo secundario anti-lg G de raton unido a un polimero de
dextrano marcado con peroxidasa de radbano blanco, con tiempo de incubacion de 20
minutos a temperatura ambiente, seguido de lavado de las laminas histolégicas con TBST.
Posteriormente, se aplicd una mezcla conteniendo peroxido de hidrogeno como substrato y
el cromégeno 3,3 -diaminobencidina (sistema DynaChrome; ThermoShandon, Pittsburg,
EE.UU) durante 10 minutos, seguido de lavado con agua corriente. Finalmente, los
preparados histolégicos fueron contrastados con hematoxilina de Mayer, deshidratados y
cubiertos. Se utiliz6 como control positivo del método inmunohistoquimico un carcinoma
epidermoide de eso6fago colon con reactividad conocida para la proteina p53,y como control

negativo tejido mamario normal.

5.3.2 CONSTRUCCION DE MICROARREGLOS DE TEJIDO.

La construccion de nuestros microarreglos se realizé segun la técnica ya descrita por Rim y
colaboradore&®. Las areas representativas de carcinoma de mama fueron seleccionadas en
los cortes teflidos con hematoxilina y eosina y marcados en su correspondiente bloque de

16



parafina. Dos cilindros de tejido fueron obtenidos del area seleccionada del bloque donador
y depositadas dentro del bloque receptor usando el equipo especial para técnica de
construccion de microarreglos (TMA builder ab1802, Abcam, Cambridge, UK) con control

de higado para orientacion de los casos y de tejido mamario normal como control. Se
hicieron dos cortes con hematoxilina y eosina delos microarreglos para identificar que
fueran la areas seleccionadas. Se realizaron cortes en laminillas cargadas eléctricamente

para inmunohistoquimica ( Superfrost Plus ).

17



5.3.2.1CONSTRUCCION DE LOS MICROARREGLOS DE TEJIDO

Figura 2. Constructor de microarreglos de tejido (Numero de serie ab1802). Instrumento

constituido por un molde de blogue receptor (A) v la “jeringa extractora” (B).

5.3.2.2. CONSTRUCCION DEL BLOQUE RECEPTOR

C D

Figura 3: Construccion del Blogue Receptor. (A)- Colocacién de parafina vertida sobre un

molde. (B)- Colocacién del casette en la tapa del molde. (C)- Reforzamiento del molde en

una placa fria. (D)- Blogue receptor final de microarreglo de tejido.

18



5.3.2.3. SELECCION DE AREAS EN BLOQUES DONADORES

A B. C.

Figura 4: Seleccién de areas de interés en bloque donador. (A)- Comparacion del corte
histologico con el tejido del blogue. (B)- Blogue donador con zona de interés marcada. (C)-
Extraccion del cilindro a través de la “jeringa extractora”.

5.3.2.4. CONSTRUCCION DEL BLOQUE RECEPTOR

Figura 5: Insercidn de los cilindros del bloque donador al blogue receptor y su
homogenizacién. (A)- Colocacion de los cilindros en el blogue receptor. (B)-
Homogenizacion de las _parafinas en la estufa a 37°C.

19



5.4 EVALUACION DE LA INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunoreaccion nuclear fue considerada positiva por la presencia de la tincién nuclear
negra. La puntuacion fue hecha por examen de todo el tejido neoplasico con el objetivo de
bajo poder (objetivo 10X) usando el método semicuantitativo de cinco grados para
receptores de estrogends’. Este sistema es basado en la intensidad y por porcentaje de
las células tefiidas. La intensidad de la tincion fue dividida en negativa, leve, moderado y
fuerte. El porcentaje de células tefiidas ocasionales <1/3, en grupos aislados 1/3- 2/3, casi
todas >2/3. La positividad de la reaccion fue calificada en negativa (-) cuando no fue vista
en células neoplasicas. Positivo + indicaba la presencia ocasional de una célula positiva,;
positivo ++ indicaba arriba de un tercio de células neoplésicas positivas con intensidad
moderada; positivo +++ indicaba intensidad fuerte y mas de dos tercios de células
neoplasicas tefiidas o0 moderada en casi todas; positivo ++++ intensidad fuerte en casi todas
las células neoplasicds Los cortes fueron evaluados por dos patdlogos de forma

independiente.
5.5 METODO ESTADISTICO.

Se expresaron las variables cualitativas en nimero de cruces +/++++. Se utilizd tanto el
programa de Excel para el analisis estadistico, SPPSS versidn 10 para Windows y el
programa GraphPad Prism 3.02, para la realizacidon de figuras. Para el andlisis entre las

dos técnicas se utilizé una prueba no paramétrica bivariada con método de Pearson.
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5.6. CONSIDERACIONES ETICAS

La realizacion del estudio no significd algin riesgo para el paciente, ya que no se
efectuaron procedimientos adicionales o diferentes a los recomendados para pacientes en
de la Oncologia Ginecolégica del Hospital General de México. Se tomaron en cuenta los
lineamientos para las investigaciones biomédicas vigentes en México, publicadas por la

Secretaria de Salud a través del Diario Oficial de la Federacidn.

Ademads se tomaron en cuenta los articulos para el manejo, procesamiento y eliminacién

de tejidos y residuos bioldgicos, vigente, en la Ley General de Salud.
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6. RESULTADOS

Se evaluaron los 23 casos se evaluaron con inmunohistoquimica para p53 en todo corte de

tejido y en TMA.

6.1 INMUNIOHISTOQUIMICA DE TODO EL TEJIDO

6.1.1 INTENSIDAD.

En dos casos la intensidad fue leve, 10 con moderada, fuerte 6 y negativo en 5.

6.1.2 CELULAS NEOPLASICAS TENIDAS.

12 tuvieron menos de 1/3 de las células neopléasicas tefidas, 9 con intensidad moderada, 2
con leve y 1 con fuerte. Cinco con tinciébn >2/3 de células neoplésicas tefiidas y todas
correspondieron a una intensidad fuerte. Un caso fue considerado entre 1/3 a 2/3 y
correspondié a intensidad moderada. Cinco casos negativos correspondieron a intensidad
negativa.

6.1.3. PUNTUACION

En 3 casos el score fue de cuatro cruces y correspondieron a intensidad fuerte y >2/3 de
células tefiidas. Dos casos con score de tres cruces correspondieron a intensidad fuerte y
>2/3 de células tefiidas. En el puntaje de dos cruces solo se encontré un 1 que correspondio
a intensidad moderada y 1/3 — 2/3 en total de células tefiidas. Con un puntaje de una cruz
fueron 12 casos. 1 correspondié a intensidad fuerte y 1/3 de células tefiidas. 9 fueron con
intensidad moderada y <1/3 de células tefiidas. 2 con intensidad leve y <1/3 de células

Cinco casos con puntaje negativo y también en intensidad y en cantidad de células tefidas.

Los resultados antes mencionados se expresan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Inmunohistoquimica en todo el tejido

Intensidad Células tefiidas Puntaje
Leve <1/3 +
Moderado <1/3 +
Fuerte >2/3 I
Fuerte >2/3 M
Moderado <1/3 N
Moderado <1/3 .
Leve <1/3 N
Negativo 0 _
Negativo 0 -
Negativo 0 _
Moderado <1/3 .
Moderado 1/3 - 2/3 .
Moderado <1/3 N
Moderado <1/3 +
Moderado <1/3 +
Negativo 0 -
Negativo 0 -
Moderado <1/3 +
Fuerte >2/3 NN
Moderado <1/3 +
Fuerte >2/3 as
Fuerte <1/3 +
Fuerte >2/3

++ + +

23



6.2 INMUNOHISTOQUIMICA EN LOS MICROARREGLOS
6.2.1 INTENSIDAD

3 casos con intensidad fuerte, 4 con moderada, 1 con leve, y 15 negativos.

6.2.2 CANTIDAD DE CELULAS TENIDAS.

4 casos con >2/3, tres con intensidad fuerte y uno con moderada.

3 casos con células positivas de 1/3 — 2/3 con intensidad moderada.
1 caso con <1/3 de células positivas con intensidad leve.

15 casos no positivos con intensidad negativa.

6.2.3 PUNTAJE

2 casos con score de cuatro cruces, intensidad fuerte y >2/3 de células tefidas.

3 casos con tres cruces de score, uno con intensidad moderada y 1/3 - 2/3 de células
tefiidas, los dos restantes con >2/3 de células tefiidas e intensidad moderada y fuerte.

Lo anterior se expresa concentrado en la Tabla 2.
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Tabla 2: Inmunohistoquimica en microarreglos

No Intensidad Células tefiidas Puntaje
1 Negativo 0 _

2 Negativo 0 -

3 Moderado >2/3 a
4 Fuerte >2/3 e
5 Negativo 0 _

6 Negativo 0 _

7 Negativo 0 -

8 Negativo 0 _

9 Negativo 0 -
10 Negativo 0 -
11 Negativo 0 -
12 Moderado 1/3 - 2/3 o0
13 Leve <1/3 N
14 Negativo 0 -
15 Negativo 0 -
16 Negativo 0 _
17 Negativo 0 -
18 Negativo 0 _
19 Fuerte >2/3 e s
20 Moderado 1/3 - 2/3 o0
21 Fuerte >2/3 e r s
22 Negativo 0 -
23 Moderado 1/3-2/3 s




Figura 6: Tabla de orientacién de los casos para construccion de microarreglo

Figura 7: Blogue construido
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Figura 8: Microarreglos terminados

Figura 9: Resultado de la Inmunohistoquimica en un caso con intensidad fuerte en todo el

tejido v en el microarreglo del mismo.
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En la Tabla 3 se puede observar las diferencias entre el nimero de casos positivos (en
diferentes grados) y negativos entre la inmunohistoquimica realizada en todo el tejido y en
los microarreglos. Resulta muy notorio como los casos negativos son significativamente
mas en los microarreglos (15/23; 65.21%) que en todo el tejido (5/23; 21.73%). Es decir, la
inmunohistoquimica para p53 realizada en todo el tejido, detecta con mas facilidad células

positivas.

En la Figura 10 se observa la diferencia entre ambos métodos para cada uno de los 23

Casos.
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Tabla 3: Comparacion entre las dos técnicas de inmunohistoquimica en los 23 |

Técnica Negativos Positivos
Leve Moderado Fuerte
Inmunohgx 2 10 6
Microarreglos 15 1 4 3

0 T

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

0=Negativo
1=Lewe
2=Moderado
3=Fuerte

Caso

—e— Inmunohistoquimica
—=— Microarreglos

Figura 10: Comparacion entre las dos técnicas (todo el tejido en azul y microarreglos en

rosa) para cada uno de los 23 casos.
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7. DISCUSION
Desde la publicacién de la técnica por Kononen y colaboradores en 1998 se sabe que los
microarreglos de tejido que sirven para seleccionar una muestra representativa del tejido
neoplasico estudiado, tiene como gran ventaja ahorro de tiempo y costo de técnicas de
inmunohistoquimica y estudios de ADN y ARN en comparacion con el corte completo de

la lesion 242

Los microarreglos de tejido han sido evaluados en cuanto a su correlacién en la expresion
de marcadores de cancer de mama como estrégenos, progesterona, HER2, p53 y 3
catenina. Estos estudios han sido con cohortes pequefias y se cree que puede variar si el

bloque donador tiene poco material o el tumor es heterog&neo

La concordancia entre la expresion del tejido completo y el marcado en microarreglos es
variable dependiendo del marcador estudiado. Los estudios de microarreglos en p53 en
cancer de mama lo relacionan con la sobrevida y es junto con otras proteinas y factores
prondsticos®®, sin embargo no hay algin estudio que evallie la concordancia de la

expresion de dicha proteina expresada en todo el tejido neoplasico con microarreglos.

En nuestros resultados obtuvimos mas positividad (18 de 23 casos) (78.26%) cuando la
inmunohistoquimica se evalué en todo el tejido que cuando se hizo lo mismo en los

microarreglos (8/23 casos) (34.78%). La explicacion posible es que al seleccionar solo una
parte representativa del tejido, a pesar de que se ahorra tiempo y recursos, la zona
seleccionada puede no ser la mas viable para inmunohistoquimica o donde haya mayor

cantidad de células neoplasicas que expresen p53.
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8. CONCLUSION

La expresion de p53 a través de la inmunohistoquimica en todo el tejido obtenido de
biopsias de carcinoma ductal infiltrante es con mas frecuencia positiva en comparacion con

la expresada en microarreglos de tejido.
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