UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACUL TAO DE MEDICINA

"EXPRESION DEL MARCADOR DE GATA 3 Y SOX 10 PARA IDENTIFICAR
METASTASIS DE CARCINOMAS TRIPLES NEGATIVOS DE GLANDULA
MAMARIA"

POR:
DRA.BARBARASAENZ IBARRA

COMO REQUISITO PARA OBTENER
EL GRADO DE ESPECIALISTA EN ANATOMIA

PATOLOGICA

FEBRERO 2018



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

Hospital universitario

"Dr. José Eleuterio Gonzalez"

Servicio de anatomia patoldgica y citologia

Tesis como requisito para del grado de especialista en anatomia
patolégica

"EXPRESION DEL MARCADOR DE GATA 3 Y SOX 10 PARA IDENTIFICAR
METASTASIS DE CARCINOMAS TRIPLES NEGATIVOS DE GLANDULA MAMARIA"

PRESENTADO POR: _ d
-

TH 77
DRA‘./LARBARA SAENZ IBARRA

; 3 7 §
f7 I P e
A/DIRE(Z40R DéTESlS
DRA. NATALIA VILCHES CISNEROS




CO-DIRECTOR DE TESIS
DRA. MED. RAQUEL GARZA GUAJARDO

Aprobacion de la tesis:

o

Dra. b/talla Vilches Cisneros

Director de tesis

Dra. Med. Raquel Garza Guajardo

Co-director de tesis

\7@@

Dra. Natalia Vilches Cisneros

Coordinador de ensenanza

R

Dr. Me/d. OraliakBarboza Quintana

Jefe del servicio de anatomia patolégica y Citopatologia

> .

Dr. Med. Felipe Arturo Morales Martinez

Subdirector de estudios de posgrado



"EXPRESION DEL MARCADOR DE GATA 3 Y SOX 10 PARA IDENTIFICAR
METASTASIS DE CARCINOMAS TRIPLES NEGATIVOS DE GLANDULA MAMARIA"

Presentado por

Dra. Barbara Saenz Ibarra

Este trabajo se realiz6 en el servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia del
hospital universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez" bajo la direccion de la Dra.
Natalia Viclhes Cisneros y la codireccion de la Dra. Med. Raquel Garza Guajardo

OE >

Dr. m{ Oralia Barboza Quintana

Jefe del servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia



Agradecimientos:

A la Dra. Oralia Barboza Quintana y a la Dra. Raquel Garza Guajardo, ambas
son un gran apoyo para mi persona y me han impulsado cada afio de mi
residencia. Siempre me han brindado su confianza, carifio y respeto. Parte de
mis aspiraciones son gracias a lo que ambas han logrado.

A mis padres Alicia e Isidro y hermanas (Alicia, Carolina y Lucero) por guiar mi
formacion como ser humano, por su amor, guia, regafios, confianza y valores
inculcados que me convirtieron en lo que hoy soy y en lo que suefio conseguir.

A mi novio, Jesus Alberto Cardenas de la Garza, que sin su guia y aliento y
regafos, no concretaria cada uno de mis planes.

A la Dra. Gabriela Sofia Gomez por su participacion por todo su carifio y apoyo
incondicional.

A mis compafieros residentes; Melissa, Karla, Eric, Adriana, Lucia, Eduardo,
Rodolfo, Hersilia, Eirali, Elizabeth, Arturo, Mauricio, Melissa y Daniel con
guienes comparti esta gran etapa, gracias por su amistad, carifio y confianza,
por ser parte de este periodo de formacion que recorrimos juntos.

A todos mis profesores del servicio de Anatomia patologica y Citopatologia,
guienes me guiaron y me brindaron las bases del conocimiento de la anatomia
patolégica, al Dr. Luis Angel Cecefias Falcon, el Dr. Alvaro Barbosa Quintana, la
Dra. Natalia Vilches Cisneros, al Dr. Juan Pablo Flores Gutiérrez, a la Dra. Ivett
Miranda Maldonado, a la Dra. Gabriela Alarcon Galvan y Rodolfo Franco
Marquez.



Capitulo 1

1. RESUMEN ... Pg-9-10
Capitulo 11

2. MARCO TEORICO ... Pg-11
Capitulo 111

3. JUSTIFICACION ..o, Pg-23
Capitulo IV

4, HIPOTESIS ..o Pg-24
Capitulo V

5. 0BJETIVOS .. Pg-25
Capitulo VI

6. MATERIAL Y METODOS ..., Pg-26
Capitulo VII

7. RESULTADOS ... Pg-31
Capitulo VIII

8. DISCUSION ..o Pg-36
Capitulo IX

9. CONCLUSION ....oooviiiiiciieiee e Pg-38
Capitulo X

10. BIBLIOGRAFIA ... Pg-39
Capitulo XI

11. RESUMEN AUTOBIOGRAFICO ................ Pg-42



Tabla

© N @ O AW

INDICE DE TABLAS

Pagina

DISTRIBUCION DE TUMORES MALIGNOS EN LA POBLACION

POR GENERO......ouuiiiiiiiee e 12
ETAPAS CLINICAS DEL CARCINOMA DE GLANDULA MAMARIA.14
VARIANTES HISTOLOGICAS DEL CARCINOMAS DE MAMA....... 16

SISTEMA DE NOTTINGHAM ... 17
CLASIFICACION MOLECULAR DEL CARCINOMA DE MAMA. ....... 20
ESQUEMA DE REALIZACION DE ESTUDIO .........cccovvvveeeeennn. 28
TABLA DE EDAD DE LAS PACIENTES ... 31
TABLA DE COMPARACION DE GATA 3 EN TEJIDO TUMORAL Y SU
RESPECTIVA METASTASIS ...ooviiiiiie e 32
TABLA DE COMPARACION DE SOX10 EN TEJIDO TUMORAL Y SU
RESPECTIVAS METASTASIS ...coooviiiiieieeceeeeeee e, 33

10.TABLA DE COMPARACION DE GATA3 Y SOX 10 EN TEJIDO

TUMORAL PRIMARIO ... 34

11. TABLA DE COMPARACION DE GATA 3 Y SOX 10 EN TEJIDO

TUMORAL METASTASICO ..o 35



LISTA DE ABREVIATURAS

ER: RECEPTORES DE ESTROGENO
PR: RECEPTORES DE PROGESTERONA

CMTN: CARCINOMAS DE MAMA TRIPLE NEGATIVOS

IHQ: INMUNOHISTOQUIMICA

CK 5/6: CITOQUERATINA 5/6

GCDFP-15: GROSS CYSTIC DISEASE FLUID PROTEIN 15

HER 2/NEU: RECEPTOR 2 DEL CRECIMIENTO EPITELIAL HUMANO RA:
RECEPTORES DE ANDROGENOS

OMS: ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD



Capitulo 1

1.- RESUMEN

Fechad duacioén: Feb 2018
Barbara Saenz lbarra. echa de graduacion. Febrero

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Facultad de Medicina.

Titulo del estudio:

"EXPRESION DEL MARCADOR DE GATA 3 Y SOX 10 PARA IDENTIFICAR
METASTASIS DE CARCINOMAS TRIPLES NEGATIVOS DE GLANDULA MAMARIA"
NUumero de paginas:

Requisito para obtener el grado de especialista en anatomia patolégica.

Area de estudio: Anatomia Patoldgica.

Propdsito y método de estudio: Parte de nuestro estudio es determinar la utilidad
diagnostica de los marcadores GATA-3 y SOX-10 en los carcinomas triples negativos
metastasicos de la glandula mamaria. Es un estudio observacional, retrospectivo y
comparativo. Se revisaron los archivos del Servicio de Anatomia Patoldgica y Citopatologia
del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez", en el sistema electrénico Pathox y
se recabaron todas las biopsias de tejido mamario neoplasico metastasico triple negativo
del periodo comprendido del 01/01/2013 al 30/06/2017. Se recopilaron un total de 55 casos
con pacientes que presentaban cancer primario de glandula mamaria con inmunofenotipo
triple negativo ( RE-,PR-,HER2-). Se eliminaron 3 casos por pérdida del tejido debido a su
escasez durante la realizacién de la Inmunohistoquimica. El 100% de los pacientes fueron

del sexo femenino.

Contribuciones y conclusiones:

Se encontré que la expresion de GATA3 y SOX 10, se mantiene en los tumores primarios e

incluso en metastasis de canceres triple negativos en los que se pierde la expresion de ER,
lo que sugiere que al menos en algunos carcinomas de mama, la expresién de GATAS3 se
disocia de la expresion y sefializacion de ER. Esto con una P de 0.00 en una tabla de chi
cuadrada en la expresion del marcador de GATA 3y SOX 1 0 cada uno con tejido tumoral en

el tumor primario y en su expresion de



su respectiva metastasis. Sin embargo, no hubo una P significativa para establecer cual

de los dos marcadores es superior sobre el otro.

Tanto GATA3 como SOX 10 pueden ser particularmente Utiles como marcadores para
apoyar el diagnostico de carcinoma de mama en la evaluacién de una metéstasis de

origen primario desconocido.

Por medio de este estudio, la poblacion mexicana con carcinoma de glandula mamaria

con inmunofenotipo triple negativo se puede ver ampliamente beneficiada.
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Capitulo Il

2.-Marco teoérico.
Introduccion:

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera al cancer de mama como uno de
los padecimientos predominantes a nivel mundial. Este tipo de neoplasia es la mas
frecuente en mujeres en México, representando un problema importante ya que su
mortalidad es alta. Se estima una prevalencia de 20,444 casos y una incidencia de 35.4

casos/ 100,000 mujeres. *

En 2013, el cancer de mama (29.5%) y de 6rganos digestivos (25% )respectivamente
en mujeres y hombres ~20 afios fueron las principales causas de morbilidad

hospitalaria por neoplasias. 2

Anualmente:
e Se realizan 60 mil estudios

e Se registran 1017 nuevos casos
e Latasa de mortalidad es de 25. 7 por cada 100 mil mujeres >25 afios,

contra 17 .2 de la media nacional

A continuacién, se muestra una tabla, recuperada de la pagina oficial de la INEGI, en
donde se menciona la distribucién de los principales canceres que se presenta por
género, y se logra apreciar que, en las mujeres, el carcinoma de mama, sigue siendo

por desgracia el numero uno. (Figura 1)
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Figura 1: Distribucion de tumores malignos en la poblacién por género

30 DE OCTUBRE DE 2017
PAGINA 10/11
INSTITUTO NRCIONRL
DE ESTROISTICA Y GEOGRAFIA

Distribucién porcentual de la poblacion fallecida a causa de tumores malignos por
sexo segun tipo de tumor
2015

Total

Traquea, de los bronquios y del pulmén Mama
1% 144%

Préstata
154%

Tediquea, de los bronguios y del pulméa Prstata Cuelio del (tero
10.4% 7.6% 92%
Estémago Migado y de las was biliates intrahepiticas Higado y de las vias biliares intrahepdticas
78% 7.4%
Higado y de (as vias bifares mirahepiticas %= § HMama Estdmago
T4% 74% 64%
Estémago Calon, de! recto y del ano

Colon, del recto y del ano
74% 74%

Otras causas Otras causas
516% R ES 624%

<.

Fuente: INEGI. Estadisticas de mortalidad 2015. Consulta interactiva de datos.

Dtras causas
i IR

Cuando se logra detectar en un apciente carcinoma de glandula mamaria, es
importaten apra el clinico o el medico encargado de la paciente establecer la etapa en
la que se encuentra el tumor en la paciente. Cuando los criterios del tamafio del tumor,
el nimero de ganglios linfaticos involucrados con la presencia de células tumorales o su
ausencia y la existencia o no de metastasis, es posible establecer una etapa clinica y
asiganr un estadio. Los estadios | y IlA se refieren comunmente como estadio temprano

y estadio 118 a estadio Il como localmente avanzado. 34

A continuacion se presentan la definicién de cada estadio de acuerdo a la Organizacion
Mundial de la Salud :

Estadio O: el estadio cero (O) describe una enfermedad que se limita a los conductos y
lobulillos del tejido mamario y que no se ha diseminado al tejido circundante de la
mama. También se denomina cancer no invasivo (Tis, NO, M0).

Estadio IA: el tumor es pequefio, invasivo y no se ha diseminado a los ganglios
linfaticos (T1, NO, MO).

Estadio 1B: el cancer se ha diseminado solo a los ganglios linfaticos y mide mas de 0.2
mm, pero menos de 2 mm. No hay evidencia de tumor en la mama o el tumor en la

mama mide 20 mm o menos (TO o T1, N1 mic, MO).
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Estadio IIA: cualquiera de estas condiciones:

¢ No hay evidencia de un tumor en la mama, pero el cancer se ha diseminado a
los ganglios linfaticos axilares, aunque no a zonas distantes del cuerpo (TO, N1,
MO).

e El tumor mide 20 mm o menos y se ha diseminado a los ganglios linfaticos
axilares (T1, N1, MO).

e Eltumor mide més de 20 mm pero menos de 50 mm y no se ha diseminado a los

ganglios linfaticos axilares (T2, NO, MO).

Estadio 11B: cualquiera de estas condiciones:
e El tumor mide més de 20 mm pero menos de 50 mm y se ha diseminado a un

namero de 1 a 3 ganglios linfaticos axilares (T2, N1, MO).

e Eltumor mide méas de 50 mm pero no se ha diseminado a los ganglios linfaticos
axilares (T3, NO, MO).

Estadio IlIA: un cancer de cualquier tamafio que se haya diseminado a un nimero de 4
a 9 ganglios linfaticos axilares, pero no a otras partes del cuerpo (TO, T1, T2 0 T3, N2,
MO). El estadio IlIA también puede ser un tumor mayor que 50 mm que se ha
diseminado a un nimero de 1 a 3 ganglios linfaticos (T3, N1, MO).

Estadio 111B: el tumor se ha diseminado a la pared toracica o ha causado hinchazén o
ulceracion de la mama o se diagnostica como cancer inflamatorio de mama_(en inglés).
Puede o no haberse diseminado a los ganglios linfaticos debajo del brazo, pero no se
ha diseminado a otras partes del cuerpo (T4; NO, N1 o N2; MO). Estadio llIC: tumor de
cualquier tamafio que no se ha diseminado a partes distantes del cuerpo, pero se ha
diseminado a 1 O 0 mas ganglios linfaticos axilares o a los ganglios linfaticos del grupo
N3 (cualquier T, N3, MO).

Estadio IV (metastasico): el tumor puede tener cualquier tamafio y se ha diseminado

a otros 6rganos, como huesos, pulmones, cerebro, higado, ganglios linfaticos

distantes o pared toracica (cualquier T, cualquier N, M1 ). Se observa
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diseminacion del cancer metastasico al momento del primer diagnostico de cancer en
alrededor del 5 % al 6 % de los casos
Recurrente: el cancer recurrente es el cancer que reaparece después del

tratamiento y puede describirse como local, regional o distante.

Figura 2.-Etapas clinicas del carcinoma de glandula mamaria

i

ETAPA I ETAPA 11 ETAPA IV

Por desgracia, la etapa clinica en la que se encuentra el carcinoma de mama, es
decepcionante. El porcentaje promedio de diagndsticos, de acuerdo con el estadio clinico,
es el siguiente: Estadios O y 1 7.4%; estadio 11, 34.4%; estadios Uy IV, 42.1 %; no
clasificables, 16.1 %. Como lo muestra la Figura 2, las etapas avanzadas requieren

tratamientos mas radicales y con mas morbilidades para las pacientes. *

Clasificacién Histolégica del Cancer de Mama (OMS)

En la mayor parte de los tipos de cancer, una biopsia es la Unica manera segura para que el

médico determine si una zona determinada del cuerpo tiene cancer.
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Durante la biopsia, el médico toma una pequefia muestra de tejido para hacerle
pruebas en un laboratorio. El tipo de biopsia que llega al anatomopatélogo podria
corresponder a las biopsias por aspiracion con aguja fina, con aguja profunda, una
biopsia quirdrgica, una guiada por imagen, biopsia de un ganglio linfatico sospechosos
(también denominado centinela) o bien puede llegar de entrada la reseccion del tumor
como una mastectomia, ya sea radical, radical modificada o sélo la tumorectomia. °

El médico especialista al revisar el tejido, lo mas importante que debe reportar al clinico
por factor prondstico histoldgicos, es si hay presencia o no de afectacién ganglionar, el
tamafio tumoral, el grado histolégico del carcinoma (Sistema de Nottingham),
permeacién vascular, la afectacion de los bordes de reseccién quirdrgicos y el tipo

histolégico. °

A continuacién, se presenta en la Figura 3, los diferentes tipos histolégicos del
carcinoma de mama. La importancia de establecer este parametro, es por la
implicacién prondstica sobre la paciente, esto es debido a que unas variantes conllevan
una mayor recurrencia, peor sobrevida o mayor indice de metastasis y respuesta al

tratamiento. ’
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Figura 3: Variantes histolégicas del carcinoma de mama
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Graduacion del cancer de mama

A nivel histologico, una vez que se logra identificar las células tumorales, es necesario
realizar la graduacién de acuerdo a sus caracteristiscas morfolégicas, esto se hace con
tablas ya establecidas, aceptadas y comprobadas como es el sistema de Nottingham.
En la figura 4, que se presenta posteriormente se describen los parametros que se
evaluan en las céluas tumorales. Esta escala ayuda a establecer que tanto se parecen
las células invasivas al tejido mamario normal, y asi se logra establecer si el tumor es

bien, moderado o mal diferenciado. ®
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Figura 4.- Sistema de Nottingham

Caracteristicas Histologicas Puntaje
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Graduacion Bioldgica y Molecular del carcinoma de mama

El cancer de mama es una entidad heterogénea y las opciones de tratamiento actuales
estan individualizadas a la determinacion del comportamiento biol6gico del tumor. Los
factores prondsticos actuales no satisfacen por completo como herramientas en la toma
de decisiones terapéuticas. Se necesitan factores prondsticos mas precisos para

diferenciar a las pacientes segun el grupo de riesgo.

Actualmente, la clasificacion molecular puede ser mas poderosa que la histopatologica

como factor predictivo de los diferentes tratamientos. °

A pesar de los estudios gendémicos, proteinicos y otros estudios diagnésticos, la
expresion del receptor de estrogenos por inmunohistoquimica sigue siendo el método

mas eficaz para determinar el prondstico y la respuesta a la terapia. °
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A cada tejido tumoral se recomienda para el tratamiento adecuado de las pacientes, los

siguientes marcadores que son considerados de prondstico y terapéuticos por

inmunohistoquimica (IHQ) y estos incluyen *°:

Receptor de estrogeno (RE)

Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epitelial Humano (HER2/neu)
Ki-67

Receptor de Progesterona (RP)

P53

Receptores de Androgenos (RA)

Cuando el carcinoma de glandula mamaria metastatisa frecuentemente es positivo

para:

ER

PR

AR

Citoqueratina

GATA-3

Mamoglobina

Gross cystic disease fluid protein 15 (GCDFP-15)

Antigeno Carcinoembrionario

De acuerdo al resultado de la tincion por inmunohistoquimica del tejido para Receptores

de Estrogeno, Progesterona, Ki 67 y Her 2 Neu, se pueden clasificar de forma molecular

los carcinomas como: luminal A y luminal B, HER2-positivo, basal y similar a la mama

normal. En la figura 5 se presenta un resumen de cada subtipo. 11

Los carcinomas de mama de tipo luminal son los subtipos con mejor prondstico y se

caracterizan por expresar el gen del receptor estrogénico, genes asociados (LIV1 y

ciclina D1) y queratinas de bajo peso molecular, de forma semejante al epitelio luminal

de los conductos mamarios. Al expresar receptores de estrogenos, estos
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tumores pueden tratarse con tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa pero muestran

una baja respuesta a la quimioterapia neoadyuvante. *2

El carcinoma de mama HER2-positivo muestra expresion aumentada de genes
asociados a c-erbB-2 y suele asociarse a otros marcadores de mal prondstico,
incluyendo alteraciones de otros genes como topoisomerasa !lalfa, GATA4, genes de
angiogénesis y proteolisis. Aunque muestran una mejor respuesta a la quimioterapia y

cerca de 50% responde al tratamiento con trastuzumab, el prondstico es malo. =3

El subtipo basal o triple negativo, se caracteriza por la sobreexpresién de citoqueratinas
caracteristicas de la capa basal (CK5/6, CK17) y la expresion de genes relacionados
con la proliferacién celular. Estos tumores suelen presentar mutaciones en el gen
oncosupresor p53, sobreexpresan el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y se caracterizan por la ausencia de expresion de RE y de genes relacionados
y de HER2. Este subtipo se asocia a la mutacion BRCA 1y presenta el comportamiento

mas agresivo a pesar de su alta sensibilidad a la quimioterapia. **

El carcinoma de mama de tipo normal comparte caracteristicas del tejido mamario
normal, muestra una fuerte expresion de genes normalmente expresados en el tejido

adiposo y baja expresion de genes epiteliales luminales.™
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Figura 5.- Clasificacién molecular del carcinoma de mama

Subtipo Inmunofenotipo Comportamiento
LumlinalA RE (+) y/o RP (+); e Subtipo mas comuln y menos agresJvo. Buen prondstico.
HER2/neu{-) e Bajo grado histolégico. Respuesta hormonal.

Asociado a incremento de edad.

Luminal!B RE (+} y/o RP e Similar M Subtipo Luminal A.
{+); HER2/neu (+} Peor resultado que el Subtipo luminal A.
e Mas frecuentemente HE (+}/RP {-}.

Basal REH RP(-); e Subtipo agresivo.

HER2/neu {-} ¢ Alto gtado histoldgico e indice mitético.

CK. 5/6 (+) y/o o Riesgo en edades menores (<40 afios).

EGFR(+} e Mas frecuente en mujeres premenopéusicas afroamericanas.
HER2Jneu (+); RE{-); RP{-); e Menos comun. Subtipo afiamente agresiVo.
RE(") HER2/neu (+) ¢ Alta grado histoldgico.

Riesgo en mujeres <40 afios, mayor que el subtipo JuminalL
La etnia afroamericana puede ser un factor de riesg,o.
Resultado mejorado por HER2/neu {+}.

Ya adentrandonos a los canceres de mama triple negativos o basales que son nuestro
grupo de estudio, se caracterizan por la falta de receptores de estrégenos, receptor de
progesterona, y del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2); los
cuales son asociados con mal prondéstico, una respuesta parcial a la quimioterapia y

falta actual de terapias dirigidas. *°

En el caso de los carcinomas triple negativos de origen desconocido se ha encontrado
gue GCDFP-15 es positiva en un 18.2%, mientras Mamoglobina s6lo en un 9.1 %, es
decir, estos marcadores se expresan en carcinomas de glandula mamaria pierden su

sensibilidad y especificidad en un carcinoma con inmunofenotipo triple negativo. *’

Particulamente, en una investigacion por parte del Hospital Johns Hopkins de

Baltimore, se describié como el marcador de inmunohistoquimica, GATA3 puede
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ser particularmente Utili como marcador de carcinoma de mama metastasico,
especialmente carcinomas triple-negativos y metaplasicos, que carecen de marcadores
especificos de origen mamario. Finalmente, el etiquetado GA TA3 puede ayudar a

distinguir el carcinoma metaplasico de los tumores filoides malignos. 18

En si el marcadord de inmunohistoquimica GATA 3, es una proteina que pertenece a la
familia GATA de factores de transcripcion. Su rol principal es la regulacion de la
diferenciacion del epitelio luminal de la glandula mamaria, ademas tiene papel
importante en el desarrollo de los linfocitos T, las células epiteliales timicas, el tejido
adiposo, rifién, sistema simpatico y foliculos pilosos . Parte del efecto antiproliferativo
de GATA 3 puede deberse a la inihibiacion de la fascina, una proteina con propiedades
prometastasicas, que en en algunos estudios, se ha documentado una relacién inversa
en su coexpresiéon. Aproximadamente un 10% de los canceres de mama presentacan
mutacion en GAT A3 en las neoplasias de mama. Aunado a esto, se ha vinculado
positivamente su coexpresion con el receptor de estrégenos con el tipo molecular
Luminal A, resistencia a la quimioterapia, inhibicion de crecimiento tumoral y mejor
prondstico. **°

En cuanto a lo referido de la expresion de SOX-1 0 en carcinomas de mama triple
negativos, es importante mencionar que es un factor de transcripcion que ayudar a
mediar la diferenciacién de las células que derivan de la cresta neural. Este marcador
suele ser utilizado de forma rutinaria para el diagnostico de melanomas. A la fecha se
ha encontrado una utilidad distinta de este marcador para el diagndstico de carcinomas
triple negativos de mama y metaplasicos. %

Ya hablando en algo relacionado directamente con nuestro estudio, una investigacion
en poblacién americana, por parte del mismo hospital y autor, que la investigacion
anterior , se encontr6 que el carcinoma de mama debe considerarse en el diagnéstico
diferencial de melanoma para una neoplasia maligna metastasica positiva con para
S100 y Sox10 postiva, asi mismo que la expresion de Sox10 en
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los tipos de carcinomas triple-negativos y metaplésicos de tipo basal, apoyan el

concepto de que estas neoplasias muestran una diferenciacion mioepitelial. *

Existe un articulo publicado por la Universidad de Northwestern, en donde se usan
ambos marcadores y se comparan con respecto al carcinoma de glandula mamaria
triple negativo. En este estudio conlcuyeron que el marcador SOX10 fue positivo en un
mayor porcentaje de estos tumores, presentando una fuerte positividad difusa en
comparacion con los marcadores de mama comunmente utilizados como la
mamoglobina, GCDFP-15 y GATAS. Estos resultados sugieren que SOX10 podria ser
atil cuando se incluye en un panel de marcadores para diagnosticar carcinomas triples
negativos de carcinoma de mama, especialmente en el contexto de la enfermedad

metastasica. -3
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Capitulo 1l

3.- Justificacion.

La originalidad de nuestro proyecto es que la poblacion que se estd analizando es
mexicana, que si se compara con el resto del mundo tiene méas riesgo de presentar
carcinomas de glandula mamaria triple negativo. Asi mismo, ambos marcadores se
comparan para ver si se expresan tanto en el tejido con carcinoma como en Ssu
metastasis en una poblacion por primera vez mexicana y por ende latina, cosa que

jamas se ha publicado.

Asi mismo no hay un articulo ya publicado en el que se compare ambos marcadores en

una misma investigacion con poblacién latina.

Con el proyecto se podra contribuir al tener los resultados y ver si ambos marcadores
nos ayudan en un futuro para identificar la metastasis de forma pronta e iniciar el

tratamiento adecuado y personalizado a cada paciente.
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Capitulo IV
4.- Hipotesis.

Los marcadores GATA-3 y SOX-1 0 se detectaran de manera consistente en los

carcinomas triples negativos de tejido mamario neoplasico y metastasico.

Hipdtesis nula.

Los marcadores GA TA-3 y SOX-1 0 no se detectaran de manera consistente en los

carcinomas triples negativos de tejido mamario neoplasico y metastasico.
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Capitulo V
5.- Objetivo general.

Determinar la expresion del marcador GATA3 y SOX 10 en los carcinomas triples

negativos y en metastasicos.

Objetivos secundarios.

Determinar el patron de expresion y porcentaje de expresion de ambos marcadores de

inmunohistoquimica en los carcinomas triples negativos y en sus metastasis.
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Capitulo VI

6.- Material y métodos.
Caracteristicas de la poblacion:

Criterios de inclusioén:
0 Especimenes de tejido mamario que cuenten con:

1. Reporte anatomopatoldgico.
2. Bloque de parafina correspondiente.

3. Estudio de inmunohistoquimica y su reporte respectivo.

Criterios de exclusion:

0 Especimenes de tejido mamario que muestren:

1. Tejido insuficiente para realizar estudio de
inmunohistoquimica.

2. Defectos de fijacién o en el procesamiento.

Criterios de eliminacion:
Especimenes en donde el tejido no esté en las dptimas condiciones para

llevar a cabo el estudio de inmunohistoquimica.

Busqueda de pacientes y seleccion del material

El lugar de referencia es de los Archivos del Servicio de Anatomia Patolégica Y
Citopatologia del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzéalez", por medio de una
bdsqueda en el sistema electronico Pathox, se recabaron todas las biopsias de tejido
mamario neoplésico y metastasico que cuentan con estudio de inmunohistoquimica con

triple negativo (Receptores de Estrégeno, Receptores de
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Progesterona y Her 2 Neu negativo) en un periodo comprendido del 01/01/2012 al
30/06/2017).

Extraccion de muestras embebidas en parafina (Figura 6 ):

1. Usar un bisturi, eliminar el exceso de parafina del bloque de muestra.

2. Obtener una biopsia por medio de un punch (sacabocado) de 0.3 x0.3 cm, de la
regiéon tumoral, checando previamente con la laminilla teflida con Hematoxilina y
Eosina, la zona tumoral del especimen previamente identificado con el correecto
nombre del paciente y con reporte histolégico de carcinoma de glandula
mamaria con un inmunofenotipo triple negativo.

3. Colocar cada una de las biopsias previamente identificadas en un recipiente
para posteriormente utilizarlas para realizar el microarreglo.

4. Una vez que cada una de las biopsias, se le haya realizado el sacabocado,
utilizar un plano para colocar en un extremo del microarreglo los controles, uno
negativo y uno positivo para cada microarreglo que sirva como base de una guia
para identificar el plano de cada muestra.

5. Realizar el microarreglo, colocando 5 biopsias primarias con su metastatis en
cada bloque de parafina, para tener un total de 13 bloques de parafina con 55
muestras.

6. Realizar una seccion de 3 a 5 micras para tefiirse despues con la técnica de
Hematoxilina y Eosina, para revisar que la muestra este completa y no se haya
perdido material, previo a la relaizacion de la inmunohistoquimica.

7. Se pasaran los blogues de parafina! al personal de técnicas especiales para la

realizacién de inmunhistoquimica para Gata 3 y Sox 1 0 a cada muestra.
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11.

Figura 6.- Esquema de realizacion de estudio
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Realizacion de la técnica de Inmunohistoquimica por medio de inmunostainer: 1.- El
personal del area de técnicas especiales, en este caso realizard nuevos cortes cada
blogue del microarreglo de grosor de 3 a 5 micras en portaobjetos con carga positiva.
Se deja secar a 60° grados por 1 hora 0 a 37° grados por toda la noche.

2.- Se generan etiquetas con el niumero de bloque del microarreglo previamente
asignado. Ademas se genera un nuevo cédigo de barras que indicara a la maquina qué

protocolo debe seguir.

3.- Orientar y pegar las etiquetas en la zona esmerilada procurando que quede

centrada y alineada con los bordes.

4.- Abrir la compuerta de la maquina y colocar los portaobjetos. Debe contar el total de
laminas ya que al ejecutar el programa, se preguntara este nimero. Posteriormente,

cerrar la com puerta.

5.- Colocar los reactivos necesarios:

a.- Kit de revelado libre de biotina

b.- Kit de contraste

c.- Anticuerpo GATA 3 (Dilucion 1: 100 Marca Dako) y Sox 1 0

(Santa Cruz dilucién 1 :200)
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6.- Asegurarse que los liquido necesarios para el proceoso estén a nivel aceptado: a.-
EZ-PREP (reactivo desparafinante libre de xilol)
b.- LCS (liquid cover slip, aceiter protector de tejido)
c.- Buffer
d.- CC2 (Liquido para recuperacion a pH 6)
7.- Comenzar proceso en botan "EJECUTAR" en programa VENTANA

8.- Una vez terminado el proceso abrir la compuerta de la maquina y extrae los
portaobjetos, con cuidado, colocandolos en un carro de tincién.

9.- Lavar las laminillas con abundante agua corriente en movimiento, para el eliminar el
aceite quelas cubre (LCS), con detergente antigrasa disuelto en agua.

10.- Deshidratar el tejido manualmente en dos bafios de alcoholes de 98 y 100%. 11.-
Aclarar en 3 bafios de Xilol cuidando de no mojar las etiquetas ya que se deshace el

pegamento.

12.- Montaje manual con medio hidréfobo.

13.- Posteriormente, aplicar contraste con hematoxilina durante 3 minutos y lavalor en
agua corriente por 1 minuto y montarlo con medio hidréfobo.

Interpretacion de resultados:

Por medio de un microscopio Optico, y con el apoyo en este caso de la maestra titular
del proyecto, se analizaran los resultados de los microarreglos ya teflidos por medio de

inmunohistoquimica con GATA 3y SOX 10.

Ambos marcadores para considerarse como positivos, la tincion debe ser nuclear en las
células tumorales del tejido analizado, tanto en el tumor principal como en su respectiva

metastasis.

Siempre antes de realizar la valoracion en cada tejido, se debe valorar la tincion en el
tejido como control positivo y en el control negativo. Se debe reportar si estan positivos

0 negativos cada caso previamente identificado y reportarse en una tabla de excel.
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Analisis de resultados

Los resultados se reportaron en tablas de contingencia, frecuencias y porcentajes. Los
porcentajes de positividad de ambos marcadores para los dos grupos (casos de
glandula mamaria metastasicos triples negativos y carcinomas de glandula mamaria
triple negativos primarios) se analizaran estadisticamente con la prueba de chi
cuadrada, considerandose un valor de P<0.05 como estadisticamente significativo. Asi
mismo comparar los casos positivos con la tincion de GATA 3 con los casos de SOX 1
0, para establecer si alguno es mejor sobre el otro tanto en los casos primarios y en los

casos con metastasis.
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Capitulo VII

7.- Resultados

De la base de datos, el sistema arrojo mas de 3000 carcinomas de glandula mamaria,
dentro del periodo comprendido del 01/01/2012 al 30/06/2017, sin embargo, de esos
1200 presentaban inmunofenotipo triple engativo ya comprobado por el departamento
molecular de nuestro hospital. De los casos reportados, so6lo 55 casos contaban con el

material adecuado para la realizacion de inmunohistoquimica.

De los casos seleccionados, al momento de realizar las biopsias por sacabocados, se
realizaron un total de 13 microarreglos, cada uno con su control positivo y negativo. Se
eliminaron 3 casos por pérdida del tejido debido a su escasez durante la realizacion de

la Inmunohistoquimica.

De los 55 casos, el 100% de los pacientes fueron del sexo femenino. La edad promedio
de las pacientes es de 50 afios, con una edad minima de 25 afios y la paciente de
mayor edad de 88 afios. En la Figura 7, se presenta una tabla con la distribuciéon de

edades del estudio.

Figura 7.-Tabla de edad de las pacientes
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13.

A nivel histolégico la mayoria de los casos correspondian a carcinomas de tipo ductal
infiltrante de alto grado, y basaloides, en menor medida se presentaron casos con
variedad lobulillar infitrante de alto grado de aspecto pleomorfico y en cuanto a

variedad histologicas especiales del carcinomas ductal, la micropapilar predominaba.

Al momento de realizar una comparacién por medio de la chi cuadrada con el tejido
tumoral primario y su respectiva metastasis con el marcador de inmunohistoquimica de
GATA 3, 37 casos fueron positivos para la tincion dando una P de 0.000, por ende
siendo un resultado significativo. En la figura 8, se desglosa de forma mas amplica cada

resultado de ambas comparaciones.

Figura 8.- Tabla de comparacion de Gata 3 en tejido tumoral y su respectiva
metastasis

TABLA COMPARACION DE EXPRESEION DE GATA- 3 EN TEJIDO
TUMORAL Y SU METASTASIS

Tejido Metastasico GATA-3
| Positivo
Recuento
“fumoral con % dentro de
s cliAT metastasis
Gata-3

% dentro de 84.6%
metastasis
Gata-3

Recuento “ 1

2
Negativo | Recuento | 2 | 11 |
% dentrode | 100.0%
metastasis
Gata-3

Los resultados de la comparacién del marcador de inmunohistoquimica de SOX 1 0, en
el tejido tumoral del primario y su respectiva metastasis, 25 casos resultaron positivos
con una P de 0.000, lo cual nos revela que es un resultados estadisticamente
significativo. En la figura 9, se presenta el resultado de la prueba estadistica del este

marcador.
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15.

Figura 9.- Tabla de comparaciéon de SOX 10 en tejido tumoral y su respectiva
metastasis

TABLA COMPARACION DE EXPRESEION DE SOX-10 EN TEJIDO
TUMORAL Y SU METASTASIS

Tejido Metastasrco con SOX~10

tumoral con ! % dentro de

SOX- 10 metastasis
x10
Negativo Recuento

% dentro de 7.4% 84 0% 44 2%
metastasis
x10
27 | WEzs Y sz

Recuento

% dentro de 100.0% 100.0%
metastasis
x10

Cuando se traté de comparar la tincién de ambos marcadores de inmunohistoquimica

tanto de GATA 3 como SOX 10, en el tejido tumoral primario de glandula mamaria, los
casos positivo fueron 21 , mientras los negativos fueron 18, con una P de 0.695, la cual
revela que cuando se comparan ambos en el tejido tumoral primario no es
estadisticamente signfificativo y por ende no es posible establecer si el uso de ambos
ayuda a identificar el tumor de mama de forma conistente. En la Figura 1 O, se ilustra de

forma mas completa los resultados.
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16.

Figura 10.- Tabla de comparaciéon de Gata 3 y SOX 10 en tejido tumoral
p‘rimario 0l

TABLA DE COMPARACION DE EXPRESION DE GATA-3 Y SOX-10
EN EL TEJIDO TUMORAL PRIMARIO

l TUMOR CON 50X 10 -
Positivo Ne atwo Total

Tumor con Positivol  Recuento

21
GATA 3
%dentrode | 7249 78 3% 75 0%
! : tumor sox10
t e

Recuento

%dentrode | 278% 21 7% 25. 0%
tumor sox10
" Recuento 29 23 52

% dentro de 100.0% 100.0% 100.0%
tumor sox10

Cuando se trato de compara la tincion de ambos marcadores de inmunohistoquimica

tanto de GATA 3 como SOX 1 0, en el tejido tumoral metastasico de glandula mamaria

con inmunofenotipo triple negativo, los casos positivos fueron 18 , mientras los

negativos fueron 21, con una P de 0.473, la cual revela que cuando se comparan

ambos en el tejido tumoral metastasico no es estadisticamente signfificativo y por ende

no es posible establecer si el uso de ambos ayuda a identificar el tumor de mama

metastasico de forma conistente. En la Figura 11, se ilustra de forma mas completa los

resultados.
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17.

Figura 11.- Tabla de comparaciéon de expresion de GATA-3 y SOX 10 en tejido
tumoral metastasico

TABLA DE COMPARACION DE [-;XPRESI()N DE GATA-3 Y SOX-10 EN
EL IDO TUMORAL METASTASICO

Metastasis con SOX 10
Positive | Negativo Total
Metastasis Recuento 18 21

con GATA 3 dentro de| g5.7% 84.0% 75.0%
metastasis

x10

Fecuento| 9 | 4 | 1

6 dentro de 16.0% 25.0%
metastasis

x10
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Capitulo VIII

8.- Discusién

Los canceres de mama triple negativos (CMTN) a menudo son neoplasmas agresivos
gue estan pobremente diferenciados, lo que confirma que una metastasis es un desafio
de CMTN. Muchos marcadores de mama inmunohistoquimicos (IHC) son especificos

pero no sensibles, particularmente en los TNBC. %

La edad de presentacibn media en nuestra poblacién fue ligeramente mayor a la
reportada en la literatura. De acuerdo a Bauer et al. el carcinoma triple negativo de
mama afecta principalmente a mujeres jévenes menores de 40 afios con un odds ratio
1.53. Aligual que la literatura, el carcinoma de mama triple negativo se presenta mas en

muijeres que en hombre. (Plasilova et al.) %

La familia GATA de factores de transcripcién de uniéon con dedos de zinc regula la
determinacion del linaje y la diferenciacion de muchos tipos de tejidos, incluida la
glandula mamaria. GATA3 juega un papel integral en la diferenciacién de las células

epiteliales luminales de la mama y en la morfogénesis de la mama normal.

Como se mencion6 anteriormente, los informes de expresion de GATA3 en carcinomas
de mama ER-negativos oscilaron entre el 5% y el 16%. En un estudio reportardo
(Cimino-Mathews,2014), tiene el porcentaje de positividad mas alto reportado de
aproximadamente 50%. Mientras nuestro estudié presento en los primarios de mama
una positividad mucho mayor con el casi 90%, sin embargo, hay que tomar en cuenta

que los casos fueron muchos menores que en el estudio anterior mencionado. *°

Cabe mencionar que se necesitan mas estudios para comprender completamente el
papel de GATA3 en carcinomas de mama, particularmente en los diferentes subtipos
moleculares. La expresion de GA TA3 se mantiene en tumores triples negativos de
mama primarios e incluso en metastasis de canceres luminales en los que se pierde la

expresion de ER, lo que sugiere que al menos en algunos
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carcinomas de mama, la expresion de GA TA3 se disocia de la expresion y la
sefializacion de ER. Esto no deberia sorprender, dado que GATA3 se expresa

constantemente en carcinomas uroteliales que son ER negativos. %

Mientras tanto, el marcador SOX10 es un factor de transcripcién nuclear que se utiliza
principalmente en el diagnostico de tumores neuroectodérmicos, pero que también se
ha demostrado que se expresa en el tejido mamario benigno y en algunos canceres de

mama- %

En un estudio por Peevey, 2015, se encontrd que en general, SOX10 fue positivo en el
59% de los tumores triple negativos de cancer de mama y mostré un fuerte patrén de
tincion difusa en el 50%, mientras en nuestra poblacién la positividad fue en un 90%,
sim embargo, la poblacion es menor al estudio realizado. Estos resultados sugieren que
SOX10 podria ser Gtil cuando se incluye en un panel de marcadores para diagnosticar

CMTN, especialmente en el contexto de una enfermedad metastasica. 29
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Capitulo IX

9- Conclusion.

Nuestra hipétesis acerca de los marcadores GATA-3 y SOX-1 O se detectaron de
manera consistente en los carcinomas triples negativos de tejido mamario neoplasico y

Su metastasis.

La expresion de GATA3 y SOX 10, se mantiene en los tumores primarios e incluso en
metastasis de canceres triple negativos en los que se pierde la expresién de ER, lo que
sugiere que al menos en algunos carcinomas de mama, la expresiéon de GATA3 se

disocia de la expresion y sefalizacién de ER.

Tanto GATA3 como SOX 10 pueden ser particularmente Utiles como marcadores para
apoyar el diagnéstico de carcinoma de mama en la evaluacion de una metastasis de

origen primario desconocido.

En resumen, la expresién de GATAS3 se mantiene abrumadoramente entre carcinomas
primarios y metastasicos coincidentes en enfermedad metastasica temprana y terminal.
Mientras, que el marcador de SOX1 O podria ser Gtil cuando se incluye en un panel de
marcadores para diagnosticar tumores triples negativos de mama, especialmente en el

contexto de una enfermedad metastasica.
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Capitulo XI
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La tesista, Barbara Saenz Ibarra, es una alumna de cuarto afio terminando su residencia en
Anatomia Patoldgica y Citopatologia en el Hospital Universitarié "José Eleuterio Gonzéalez",
anteriormente estudié su carrera de Médico Cirujano y Partero en la Universidad de
Monterrey con beca por sus excelentes calificaciones.

Se ha desempefiado como una gran profesionista y ser humano en las areas de las ciencias
de la salud, y buscando siempre dar un esfuerzo extra.

Ha publicado alrededor de cuatro articulos cientificos en revistas con impacto nacional e
internacional.

Y actualmente busca realizar una subespecialidad en el area de Dermatopatologia y

posteriormente en Neuropatologia.
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