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CAPITULO 1

1. RESUMEN
Melissa Sierra Montafiez Fecha de Graduacion: Febrero, 2015

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: UTILIDAD DE LOS MARCADORES DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA
DETECTAR ALTERACIONES DEL PTEN Y P53 EN PACIENTES CON
PATOLOGIA ENDOMETRIAL ASOCIADA A LA ADMINISTRACION DE
TAMOXIFENO POR CARCINOMA DE GLANDULA MAMARIA

NUmero de paginas: 30 Candidata para obtener el grado de
especialista en Anatomia Patoldgica

Area de Estudio: Anatomia Patoldgica

Propdsito y Método de Estudio: La terapia con tamoxifeno en pacientes con
carcinoma mamario se asocia a ciertas patologias endometriales tales como
pélipos, hiperplasias y carcinomas. Las vias del PTEN y P53 han sido estudiadas
como causantes del carcinoma endometrial por si mismo, sin embargo no se habia
realizado ningun estudio dirigido a las pacientes post tratamiento con tamoxifeno. En
el presente estudio se realizaron marcadores de inmunohistoquimica de PTEN y
P53 a 27 especimenes endometriales de pacientes tratadas con tamoxifeno por
carcinoma mamario, divididas en grupos de mas y menos de 5 afios de duracién del
tratamiento. Se realizé un estudio descriptivo y comparativo.

Contribuciones y Conclusiones: Se demostr6 una positividad estadisticamente
significativa para la expresién de P53 en los especimenes catalogados como pélipo
endometrial, sin encontrarse asociaciones con ninguno de los parametros
estudiados (edad, tiempo de uso de tamoxifeno y tipo de carcinoma mamario).
También se encontr6 como hallazgo positividad en especimenes de hiperplasia
simple y endometrio secretor. La tincién para PTEN resulté positiva en todos los
casos, siendo esto no contributario para el estudio. El significado de esta positividad
aun es incierto, por lo cual es importante continuar con estudios posteriores.

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS: Q&




CAPITULO Il

2. INTRODUCCION

2.1 Uso de tamoxifeno en carcinoma mamario.

El tamoxifeno es un derivado del trifeniletileno, modulador estrogenito selectivo
gue ejerce el efecto de agonista o antagonista de estrégenos, segun el tejido al
gue este dirigido.

Exhibe propiedades iatrogénicas en distintos érganos, afectando la densidad
Osea, el perfil de lipidos, y el tejido endometrial. [1]

En la glandula mamaria, el tamoxifeno ejerce su efecto mediante el bloqueo de
los receptores de estrégenos, y de esta forma inhibe el crecimiento de tumores
de mama dependientes de estrdgenos. [2]

2.2 Efecto del tamoxifeno en el endometrio.

La terapia con tamoxifeno puede asociarse a patologias endometriales como:
» Pdlipos con o sin hiperplasia endometrial
» Hiperplasia simple y compleja, con o sin atipia
» Carcinoma endometrial de tipo endometrioide

» Adenosarcomas y tumores mixtos mullerianos.

El riesgo de hiperplasia endometrial asociada a terapia con tamoxifeno oscila entre
3 hasta 20% y el riesgo de carcinoma de 0-8% [2]

2.3 Polipos endometriales.

Los pélipos endometriales son proyecciones localizadas de tejido endometrial, las
cuales se encuentran hasta en el 30% de las mujeres occidentales.

Su etiologia y patogenia permanecen sin aclararse, sin embargo se han estudiado
como probables precursores de carcinoma endometrial.




La formacidon de polipos con o sin caracteristicas atipicas puede ser una etapa
intermedia de desarrollo de carcinoma endometrial asociada con el uso de tamoxifeno

[3]

La transformacion maligna de los pélipos endometriales se ha reportado hasta en un 11
% de los pacientes tratados con tamoxifeno.

Figura 1. Imagen rnacroscopica de polipo endometrial en paciente tratada por
10 afios con tamoxifeno

Figura 2. Microfotografia ilustrativa de pélipo endometrial por tratamiento con
tamoxifeno, presenta glandulas dilatadas, estoma fibroso y vasos sanguineos de
pared gruesa. Tincion de Hematoxilina y Eosina, 10x.




2.4 Hiperplasia endometrial.

Por definicion, es un espectro de alteraciones morfolégicas del endometrio, que van
desde cambios benignos causados por alteraciones hormonales hasta condiciones pre
malignas. [4]

Estas se clasifican seguin la O.M.S. tomando en cuenta el grado de distorsion
arquitectural glandular como simple y compleja, y el grado de atipia nuclear. [4]

Tabla 1
CLASIFICACION DE LA O.M.S. PARA LA HIPERPLASIA ENDOMETRIAL

Hiperplasia tipica Hiperplasia atipica
Hiperplasia simple sin atipia Hiperplasia simple con atipia
Hiperplasia compleja sin atipia Hiperplasia compleja con atipia

Figura 3. Microfotografia ilustrativa de hiperplasia endometrial simple sin atipia.
Esta presenta glandulas dilatadas con distorsion arquitectural. Tincion de
Hematoxilina y Eosina, 5x.




atipia, esta presenta glandulas con distorsién arquitectural severa, con
gldndulas muy juntas sin estroma entre ellas. Los ndcleos son
hipercromaticos con cromatina grumosa. Tincién de Hematoxilina y Eosina.
1 Ox.

2.5 Carcinoma endometrial.

El carcinoma endometrial se divide en 2 tipos:

Tipo : (endometrioide) se asocia mas a mutaciones de PTEN, y a presentar
progresion a partir de lesiones pre malignas como hiperplasia endometrial, son
lesiones estrégeno dependiente, por lo tanto son factores de riesgo la estimulacion
estrogénica crénica, obesidad, ciclos anovulatorios y nuliparidad. La edad de
presentacion es entre los 50 y 60 afios. Estos tumores presentan frecuentemente
diseminacion por via linfatica con involucro de los ovarios, y tienen un prondstico
favorable. [4]

Tipo 1(no endometrioide) se asocia a mutaciones de P53, y frecuentemente surgen
de novo con presentaciones mas agresivas, en pacientes de edad mas avanzada
(70 afos) y se asocia a atrofia endometrial. La diseminacion de este tipo de tumores
es peritoneal. Entre sus variedades incluye el carcinoma seroso y el de células
claras. [4]




Tabla 2

CLASIFICACION DE LA O.M.S. DE LAS NEOPLASIAS EPITELIALES DEL
ENDOMETRIO

Adenocarcinoma endometrioide

1. Variante con diferenciacion escamosa

2. Variante villoglandular

3. Variante secretora

4. Variante de células ciliadas
Adenocarcinoma mucinoso
Adenocarcinoma seroso
Adenocarcinoma de células claras
Adenocarcinoma mixto
Carcinoma escamoso
Carcinoma de células transicionales
Carcinoma de células pequefias
Carcinoma indiferenciado
Otros

Figura 5. Imagen macroscépica de carcinoma endometrial invadiendo el
miometrio.




Figura 6. Microfotografia ilustrativa de adenocarcinoma endometrial de tipo
endometrioide asociado a uso de tamoxifeno. Presenta distorsion arquitectural
severa con glandulas fusionadas y nucleos con atipia marcada. Tincidon de
Hematoxilina y Eosina. 40x.

2.6 PTEN.

PTEN es un gen supresor tumoral que se encuentra en el cromosoma 1 0923, este
juega un papel clave en la regulacion de la via de PTEN P13K-AKT. La pérdida de
PTEN resulta en la activacion de AKT, que inicia una via de sefiales de transduccion
gue conduce a un aumento del crecimiento, aumento de la supervivencia y alteraciones
del metabolismo de las células cancerosas. [5, 7]

INTEGRINAS

RECEPTORES DE

FACTORES DE
CRECIMIENTO

MEMBRANA

p' 3_ PLASMATICA
kinase

ADHESION

MIGRACION
SUPERVIVENCIA,

PROLIFERACION Y
MIGRACION

Figura 7. Via molecular de PTEN. Imagen tomada de Yamada y Araki [6]




2.7 P53.

El P53 es un gen de supresién tumoral ubicado en el brazo corto del cromosoma 17
(17p13.1).

Juega un rol muy importante en la induccion de la apoptosis, estabilidad genémica e
inhibicion de la angiogénesis, mediante reparacion del ADN y arresto del ciclo celular en
G1/S. 9]

La inactivacién de P53 conduce a formacion de tumores con capacidad elevada de
proliferacién y division.

Apoptosis

Muerte y eliminacion de
Ias celulas danadas

Arresto del ciclo celular
S Reparacion del ADN
Dafio al ADN = A Reinicio del ciclo celular
IAnormalidades del ciclo ;
: celular
Hipoxia

Figura 8. Ciclo del P53. Regulador del ADN, del ciclo celular y la
apoptosis. (1 O]




CAPITULO Il

3. ANTECEDENTES

En una busqueda intencionada en Pubmed se encontraron 38 articulos acerca de
los efectos endometriales del tamoxifeno, ninguno describe la expresion de P53 y
PTEN, asociados especificamente a las alteraciones endometriales relacionadas al
uso de tamoxifeno.




CAPITULO IV

4. HIPOTESIS

La pérdida de expresion de PTEN y la expresion nuclear de P53, marcadores de |
HQ son de utilidad para describir las alteraciones moleculares en especimenes
endometriales de pacientes con cancer de mama tratadas con tamoxifeno en
periodos de menos y de mas de 5 afios.

4.1 Hipotesis nula.

La pérdida de expresion de PTEN vy la expresion nuclear de P53, marcadores de
IHQ Nno son de utilidad para describir las alteraciones moleculares en especimenes
endometriales de pacientes con cancer de mama tratadas con tamoxifeno en
periodos de menos y de mas de 5 afios.

10




CAPITULO V

5. JUSTIFICACION

Las alteraciones de PTEN y P53 han sido documentadas en las vias en el desarrollo
de carcinoma endometrial, pero no han sido estudiadas en las alteraciones
endometriales que puede causar el uso de tamoxifeno.

11




CAPITULO VI

6. OBJETIVO

Describir la expresion de los marcadores de inmunohistoquimica PTEN y p53 en
especimenes endometriales de pacientes con cancer de mama tratadas con
tamoxifeno en periodos de menos y de mas de 5 afios.

6.1 Objetivo especifico.

Establecer si la expresion de los marcadores de inmunohistoquimica PTEN y p53 es
de utilidad para describir las alteraciones moleculares en especimenes
endometriales de pacientes con cancer de mama tratadas con tamoxifeno en
periodos de menos y de mas de 5 afos.

12




CAPITULO VII

7. MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo y comparativo en el que se incluyeron los casos de
cancer de mama tratados con tamoxifeno diagnosticados en el Hospital
Universitario "José Eleuterio Gonzalez", que ademas contaran con biopsia de
endometrio o producto de histerectomia, en un periodo de 12 afios (2000 y 2012).

7.1 Criterios de inclusion.

1. Biopsias de endometrio de pacientes con antecedente de carcinoma de
glandula mamaria tratadas con tamoxifeno.

2. Laminillas y Bloques de parafina disponibles con suficiente material para
practicar los estudios de inmunohistoquimica

7.2 Criterios de exclusion.

1. Que no se cuente con los blogues de parafina.

2. Tejido mal conservado.

3. Insuficiente cantidad de tejido para practicar los estudios de
inmunohistoquimica.

13




7.3 Recoleccion de datos clinicos.
De cada paciente, se reviso el expediente clinico para obtener los siguientes datos:

Nombre de la paciente

Edad

Tipo de carcinoma mamario
Tiempo de exposicion al tamoxifeno
Diagndstico clinico

Diagnostico histopatoldgico

o hrwd

7.4 Seleccidn del material.

Se revisaron todas las laminillas disponibles de cada uno de los casos para
seleccionar un area tumoral que fuera representativa y con la menor cantidad de
tejido necrotico posible. Las secciones de tejido fueron previamente fijadas con
formalina al 10% y embebido en parafina, se realizaron cortes de 3 micras de
espesor, montadas en portaobjetos y tefiidas con la técnica histol6gica de rutina de
hematoxilina y eosina.

Las pacientes con uso de tamoxifeno fueron divididas en 2 grupos de estudio,
expuestas a tratamiento con tamoxifeno de menos y mas de 5 afios.

Se utilizaron como controles especimenes histolégicos de endometrios sin
alteraciones, asi como pdlipos, hiperplasias y carcinomas endometriales de
pacientes que no fueron tratadas con tamoxifeno.

Los casos fueron revisados por el patdlogo del &rea, para corroborar el diagnostico
de patologia endometrial, y modificarse el diagnostico de ser necesario.

Para cada bloque de parafina se realizaron tinciones de Inmunohistoquimica a base
de PTEN y P53.

14




7.5 Inmunohistoquimica.

Previo a la realizacién del estudio, las diluciones fueron optimizadas para PTEN
usado a 1 :200 (Marca Biocare Medical), y para P53 a 1: 100 (Marca Biocare
Medical).

Para cada bloque de tejido embebido en parafina se realizaron secciones de 4
micras, se tifieron con la técnica Complejo Estreptoavidina-Biotina incluyendo los
pasos de desparafinizacion, incubacioén del anticuerpo, recuperacién antigénica,
digestion enzimatica y finalmente la visualizacion usando el método de DAB
(Diamino-benzidina) el cual es adicionado y actia como un sustrato para la
peroxidasa; esta reaccion crea una coloracion café. La peroxidasa endégena en el
tejido es bloqueada previamente a la aplicacion de los anticuerpos para prevenir una
tincién inespecifica.

Tabla 3
ANTICUERPOS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO

Marcador Patron de expresién Dilucién Marca
PTEN PERDIDA DE 1:200 Biocare Medical
EXPRESION
CITOPLASMA
P53 NUCLEO 1:100 Biocare Medical

7.6 Evaluaciéon de los resultados.

Cada laminilla de inmunohistoquimica se evalud para la presencia o ausencia de
expresion para PTEN y P53 utilizando microscopia de luz.

Se defini6 como significativa la perdida de expresion citoplasmatica de PTEN, y la
expresion nuclear de P53 en una proporcién mayor al 10% de las células tumorales.

15




7. 7 Plan de analisis.

Todas las variables fueron vaciadas en una base de datos desarrollada en Excel
201 O y posteriormente analizada en el programa IBM Statistic SPSS 21; se
obtuvieron en todas las variables cuantitativas los descriptivos tradicionales
(medidas de tendencia central, de posicion y de dispersion) y en las de tipo
cualitativo las frecuencias.

La poblacién fue segmentada segun la presencia o ausencia de positividad al PTEN
y P53, para posteriormente ser contrastada mediante pruebas de hipotesis para
medias (T de Student) y para proporciones a un 95% de confiabilidad; la presencia o
ausencia de correlaciéon y asociacion, se establecera mediante las pruebas de
Correlacion de Person o Sperman (segun distribucién) y X2 respectivamente a la
misma confiabilidad mencionada previamente.

16




CAPITULO VIII

8. RESULTADOS

Se revisaron los archivos de patologia del Hospital Universitario "José Eleuterio
Gonzalez" en un periodo de 12 afios (2000-2012), encontrdndose 33 casos que
cumplian los criterios de inclusién al estudio.

Dichos casos fueron revisados nuevamente y reclasificados.

6 casos fueron excluidos por no contar con material suficiente o ser inadecuados
para realizar el diagndéstico.

8.1 Edad de las pacientes.

Entre los 27 casos incluidos en el estudio, el rango de edad predominante fue de
entre los 45-55 afios.

60

55

45+

EDAD

404 ———

307

Figura 9. Edad media de las pacientes incluidas en el estudio
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8.2 Tiempo de exposicion a tamoxifeno.

En cuanto a el tiempo de uso de tamoxifeno, el rango se encontraba entre 2.5 - 6
afos, con una media de 3.5 afios.

£.00] e

USO DE TAMOXIFENO (DURACION EN ANOS)

5.007

4.00

3.00~

200

.00

Figura 10. Tiempo de uso de tamoxifeno en arios.
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8.3 Tipo de especimen.

En lo respectivo al tipo de especimen, el 51.9% (14) correspondié a biopsias
endometriales, mientras que el 48.1 % (13) corresponden a producto de
histerectomia.

m Biopsia endo metrial

m Histerectomia

Figura 11. Tipos de especimenes
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8.4 Variedad histologica de cancer de mama.

En cuanto a la variedad histolégica de cancer de mama, la gran mayoria correspondio al
adenocarcinoma ductal infiltrante moderadamente diferenciado en un 55.6%, seguido
por el adenocarcinoma ductal infiltrante poco diferenciado en un 33%. También se
identificaron un carcinoma lobulillar infiltrante clasico, un carcinoma ductal in situ de
grado intermedio y un adenocarcinoma ductal infiltrante bien diferenciado,
correspondiendo cada uno de ellos a un 3.7% de las pacientes.

f

Carcinoma ductal in situ de grado intermedio

Carcinoma lobulillar infiltrante clasico

Adenocarcinoma ductal infiltrante poco
diferenciado (G3)

Adenocarcinoma ductal infiltrante
moderadamente diferenciado (G2)

Adenocarcinoma ductal infiltrante bien
diferenciado (G1)

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0

Figura 12. Variedades de adenocarcinoma mamario

Figura 13. Microfotografia ilustrativa de adenocarcinoma ductal infiltrante.
Tincién de Hematoxilina y Eosina. 40x.
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8.5 Diagnostico histopatoldgico de patologia endometrial.

El diagnéstico histopatolégico mayormente encontrado fue el de pélipo endometrial
en un 37% de los casos, seguido por atrofia quistica del endometrio en el 29.6%,
endometrio proliferativo e hiperplasia glandular compleja sin atipia corresponden al
7.4% cada uno, e hiperplasia simple con atipia, hiperplasia simple sin atipia,
endometrio secretor y carcinoma papilar corresponden al 3.7% respectivamente.

Pélipo endometrial asociado a hiperplasia simple
Pélipo endometrial 37.0

Hiperplasia simple sin atipia

Foco de hiperplasia glandular compleja sin atipia
Endometrio secretor

Endometrio proliferativo intermedio

Endometrio proliferativo

Carcinoma seroso papilar

Atrofia quistica del endometrio

1 T p— 1

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0

Figura 14. Diagnostico histopatolégico de patologia endometrial
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8.6 Inmunohistoquimica para PTEN

La tincion de PTEN present6 positividad fuerte y difusa a nivel citoplasmatico, por lo que
resultd no contributaria en este estudio, ya que la pérdida de expresion indicaria

mutacion de la via.

Tabla 4

EXPRESION DE PTEN EN TEJIDO ENDOMETRIAL

PTEN

Porcentaje
(ntm.)

POSITIVO

100.00 (27)

436
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Figura 15. Microfotografia ilustrativa de la positividad fuerte y difusa de la tincion
de inmunohistoquimica para PTEN, lo cual demuestra que la via no presenta
alteraciones. Inmunotincién con anticuerpo para PTEN. 5x
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8.7 Inmunohistoquimica para P53.
El 44% de los casos presentaron positividad nuclear fuerte en mas del 10% del tejido.

El 55.6% de los casos resultaron negativos para la tincién.

m POSITIVO
n NEGATIVO

Figura 16. Porcentaje de positividad y negatividad para inmunotincion de P53.

Del 44.4% de los casos que resultaron positivos, el 40.7% corresponde a tincion en mas
del 10% del tejido, y el 3.7% de menos del 10%.

45.0

40.0

35.0

30.0

25.0

20.0

15.0
10.0

5.0
0.0

Mas del 10% Menos del 10%
— e e Illllllllll~ __________ r

Figura 17. Porcentaje de positividad para inmunotincion de P53.

23




Figura 18. Microfotografia ilustrativa de positividad nuclear fuerte y difusa para
P53. Inmunotincién con anticuerpo para P53. 1 Ox.

8.8 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se realiz6 una prueba comparativa (Chi cuadrada X?),
comparando los resultados de cada marcador para cada categoria, resultando solo
estadisticamente significativo la alteracion de p53 en polipos endometriales (valor de p

<0.0S)

Tabla 5

SIGNIFICANCIA ESTADISTICA DE LOS DIAGNOSTICOS

HISTOPATOLOGICOS

Atrofia quistica del endometrio 0.0% 53.3% >0.05
Carcinoma seroso papilar 8.3% 0.0% >0.05
Endometrio proliferativo 0.0% 13.3% >0.05
DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO Endometrio proliferativo intermedio 0.0% 6.7% >0.05
(RECLASIFICADO) Endometrio secretor 8.3% 0.0% >0.05
Foco de hiperplasia glandular compleja sin atipia 0.0% 13.3% >0.05
Hiperplasia simple sin atipia 8.3% 0.0% >0.05.
Pdlipo endometrial 66.7% 13.3% <0.05
Pélipo endometrial asociado a hiperplasia simple 8.3% 0.0% >0.05
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CAPITULO IX

9. DISCUSION

No se encontraron asociaciones con ninguno de los parametros revisados (edad,
tipo de carcinoma mamario o afios de uso de tamoxifeno)

La tincion de PTEN result6 positiva en el 100 % de los casos, lo cual nos indica que la

via se encuentra conservada en todos los especimenes estudiados, por lo cual no fue
significativa en nuestro estudio.

La tincion de P53 resulté positiva en el 8.3% de los casos de hiperplasia glandular
simple, y en el endometrio secretor, lo cual no fue estadisticamente significativo.

Sin embargo, en los pdlipos endometriales, el 66% de los casos presentaron
positividad nuclear difusa en mas del 10% del tejido analizado, lo cual es
estadisticamente significativo (valor de p <0.05)

Figura 19. Microfotografia ilustrativa de positividad nuclear fuerte y difusa para
P53 en podlipo endometrial. Inmunotinciéon con anticuerpo para P53. 1 Ox.
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Figura 20. Microfotografia ilustrativa de positividad nuclear fuerte y difusa para
P53 en endometrio secretor. Inmunotincién con anticuerpo para P53. 1 Ox.
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CAPITULO X

10 . CONCLUSION

De los dos marcadores estudiados, el P53 resulto positivo en el 66% de los casos de
polipos endometriales, sin embargo en la literatura no se encuentra descrita dicha
asociacion, por lo cual es necesario continuar con estudios posteriores para
describir si es de utilidad o no para detectar alteraciones en esta via.

La via del PTEN no se encontré alterada en este estudio, ya que permanecié
positivo en el 100% de los casos.
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