DEUS_LIBERTAS

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE CIENCIAS BIOMEDICAS Y TECNOLOGICAS
TSU HISTOTECNOLOGIA
TRABAJO MONOGRAFICO

IMPORTANCIA DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN EL DIAGNOSTICO,
PRONOSTICO Y TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA

AUTORES:
URBANO MILANDRIZ
VERA MELINA
TUTOR:
LOIDA PONCE

BARBULA, OCTUBRE 2013



DEUS LIBERTAS CULTURA |
= =7

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE CIENCIAS BIOMEDICAS Y TECNOLOGICAS
T.S.U. EN HISTOTECNOLOGIA
TRABAJO MONOGRAFICO

CONSTANCIA DE ENTREGA

La presente es con la finalidad de hacer constar que el Trabajo Monografico
titulado:

IMPORTANCIA DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN EL DIAGNOSTICO,
PRONOSTICO Y TRATAMIENTO DE CANCER DE MAMA

Presentado por los bachilleres:

Urbano Milandriz C.1.:17.191.012
Vera Melina C.1.:16.100.600

Fue leido el trabajo monogréafico y se considera que cumple con los pardmetros
metodoldgicos exigidos para su aprobacion. Sin mas a que hacer referencia, se
firma a los 15 dias del mes de Octubre del afio 2013.

Loida Ponce

C.1.:10.113.361

Firma



DEUS LIBERTAS CULTURA |
= =7

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE CIENCIAS BIOMEDICAS Y TECNOLOGICAS
DIRECCION DE ESCUELA
COMITE DE INVESTIGACION Y PRODUCCION INTELECTUAL

CONSTANCIA DE APROBACION

Quienes suscribimos, Prof. Lisbeth Loaiza, directora de escuela, y Prof.
Maira Carrizales, Coordinadora del Comité de Investigacion y Produccion
Intelectual de la Escuela. Hacemos constar que una vez obtenidas las
evaluaciones del tutor, jurado evaluador del trabajo en la presentacion escrita del
trabajo final de grado titulado: IMPORTANCIA DE LA INMUNOHISTOQUIMICA
EN EL DIAGNOSTICO, PRONOSTICO Y TRATAMIENTO DE CANCER DE
MAMA, presentado como requisito para obtener el titulo de técnico superior

Universitario en Histotecnologia, el mismo se considera Aprobado.

En Valencia, a los 21 dias del mes de octubre del afio 2013.

Prof. Lisbeth Loaiza Prof. Maira Carrizales

Directora Coordinadora



UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE CIENCIAS BIOMEDICAS Y TECNOLOGICAS
TSU HISTOTECNOLOGIA
TRABAJO MONOGRAFICO

IMPORTANCIA DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN EL DIAGNOSTICO,
PRONOSTICO Y TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA

AUTORES: Urbano Milandriz
Vera Melina
TUTOR: Ponce Loida
ANO:2013
RESUMEN

El cancer de mama es una neoplasia maligna, caracterizada por la proliferacion de
células anormales, generando como resultado el desarrollo de células tumorales
(cancerigenas). Los sintomas en las pacientes con CM son por lo general
alteracion a nivel del pezon como secreciones anormales, presencia de nddulos o
masas palpables en el contorno de la mama o en axilas, casi siempre indoloro y
duro, enrojecimiento e inflamacién del area afectada. El diagnostico se obtiene a
través de diversas pruebas como: mamografia, citologia de la mama por puncion,
biopsia de mama. En el &mbito del diagnostico es importante la realizacién de la
técnica de inmunohistoquimica la cual permite la deteccién de la expresion de
moléculas nucleares, citoplasmaticas y transmembrana que caracterizan a las
células del tejido afectado mediante el uso de anticuerpos o inmunoglobulinas
marcadas con fluorocromos o enzimas, contribuyendo de esta manera al
diagnostico, pronostico y tratamiento de esta patologia. El desarrollo de la
inmunofluorescencia indirecta realizada por Albert Coons y colaboradores, fue el
antecedente a la creacion de la inmunopatologia y sentd las bases de la
inmunohistoquimica, y gracias a esto hoy en dia podemos determinar factores
prondsticos que orienten de manera mas precisa hacia tratamientos mas efectivos
y que mejoren los indices de recuperacion de la enfermedad. El objetivo principal
de la presente investigacion es determinar la importancia de la
inmunohistoquimica en el diagnostico, pronostico y tratamiento del cancer de
mama.

Palabras claves: cancer de mama (CM), inmunohistoquimica, anticuerpos,
inmunoglobulinas.
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ABSTRACT

Breast cancer is a malignant neoplasm characterized by abnormal cell
proliferation, generating results in the development of tumor cells (cancer).
Symptoms in patients with CM are usually altered to nipple level as abnormal
secretions, presence of nodules or masses palpable in the contour of the breast or
underarm, usually painless, hard, redness and swelling of the affected area. The
diagnosis is obtained through various tests such as mammography, breast
cytology needle, breast biopsy. In the field of diagnosis is important to conduct
immunohistochemical technique which enables detection of the expression of
nuclear molecules, cytoplasmic and transmembrane characterizing affected tissue
cells by using antibodies or immunoglobulins labeled with fluorophores or
enzymes, thus contributing to the diagnosis, prognosis and treatment of this
disease. The development of indirect immunofluorescence by Albert Coons and
collaborators, was the background to the creation of the immunopathology and laid
the foundation of immunohistochemistry , and thanks to this we can now determine
prognostic factors more precisely guide to treatments effective and improve
recovery rates of the disease. The main objective of this research is to determine
the importance of immunohistochemistry in the diagnosis, prognosis and treatment
of breast cancer.

Keywords: breast cancer (CM), immunohistochemistry, antibodies,
immunoglobulins.
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INTRODUCCION

Las glandulas mamarias, forman parte del aparato reproductor en la mujer.
Anatomicamente ocupan una posicion prominente en la cara anterior de la pared
torécica, extendiéndose desde el borde lateral del esternon hasta la linea axilar
media, proyectandose una porcién del tejido mamario en la axila, dicha proyeccion

se conoce como “cola de SPENCE™

. En las mamas yacen unas Bandas Fibrosas
de tejido conectivo que alcanza la dermis formando los densos ligamentos de
COOPER, también llamados “Ligamentos Suspensorios de la mama” (esto hace
que la glandula mamaria esté firmemente insertada a la dermis de la piel que esta
por encima®. El parénquima de la glandula mamaria, constituido por I6bulos, se
divide en segmentos lobulares dispuestos radialmente, los cuales convergen en
una serie de conductos en el pezén. Cada l6bulo mamario drena un conducto
excretor lactifero (galactoforo); por lo que cada l6bulo contiene diversos acinos
lobulillares. En cada una de las mamas hay un area circular mas pigmentada que
mide 2,5 cm o mas de diametro “la areola”. El pezdn se encuentra en el centro de
la areola, es aqui donde desembocan los conductos galactéforos®. En la muijer, las
mamas tienen una importante funcion, la produccién y secrecion de leche para la
lactancia; la cual es producida en los bulbos que se agrupan para formar lobulillos;
estas estructuras glandulares estan conectadas por unos tubos ductales que van
confluyendo en otros de menor tamafio hasta desembocar en el pezén. La leche,
Se acumula y permanece en el seno galactéforo provocandose la extraccion,
mediante la succién y compresion de la areola *.

La dependencia hormonal de las glandulas mamarias, explica la dinAmica de estos
organos, los cambios en su estructura, y la aparicion de enfermedades
relacionadas con las diferentes edades, predisposicion genética, los cambios
ciclicos hormonales, el embarazo, la lactancia y la menopausia®.

Existen diversas patologias que afectan a las glandulas mamarias como lo es el
cancer de mama (CM), el cual se caracteriza por producir la proliferaciéon de
células anormales, generando como resultado, el desarrollo de células tumorales

(cancerigenas), los cuales pueden crecer limitado a la mama o bien diseminarse



en el tejido parenquimatoso de la mama®. Esta enfermedad puede ser originada
por factores fisicos, quimicos, genéticos y bioldgicos”

Los sintomas en las pacientes con CM por lo general se caracterizan porque las
mismas presentan alteracion a nivel del contorno del pezon y desviacién del
mismo produciéndose envolvimiento de los conductos galactoforos, aparecen
nédulos o masas palpables, en el contorno de la mama o en las axilas, casi
siempre indoloros, duros, y suelen crecer con el tiempo, se observan secreciones
anomalas por el pezén, hoyuelos en la piel debido a la invasion cancerosa del
tejido glandular (apariencia de “piel de naranja”), enrojecimiento e inflamacion de
la total o parcial de la mama. En su etapa inicial, este tipo de neoplasia, es
generalmente asintomatica y se detecta en la mayor parte de los casos por
cambios en la mama’. Esta patologia tiene como consecuencia extenderse a
través de los vasos linfaticos, llevando células cancerosas desde la mama hasta
los ganglios linfaticos (principalmente los axilares) ,donde forman redes de células
tumorales (metastasis); Debido a que la mayor parte del drenaje linfatico de la
mama, es hacia los ganglios axilares, estos son los lugares mas comunes de
metéastasis de la enfermedad; la ausencia de este signo en esta area, significa que
las células malignas pueden haber pasado a otros ganglios como los
infraclaviculares y los supraclaviculares, también puede diseminarse hacia

cualquier otro 6rgano como hueso, pulmén, y el higado’.

El diagndstico del cancer de mama se obtiene a través de diversos tipos de
pruebas como se menciona y explican a continuacién®

Mamografia: consiste en comprimir cada mama en sentido horizontal y de forma
oblicua mientras se toma la imagen radiografica digitalizada por un ordenador en
cada posicion.

Citologia de la mama por puncidén: consiste en realizar una puncion en la
tumoracion, a fin de obtener el contenido de la lesibn para un estudio
histopatoldgico (de este resultado se determinara una biopsia).

Biopsia de mama: extraccion de una muestra de tejido, por medio de una aguja
gruesa que se introducird en la masa solida (tumoracién) para recoger células y

transferirlas a un portaobjetos o tubo de ensayo para su posterior analisis®.



Las caracteristicas clinicas e histologicas del cancer de mama, han sido utilizadas
y lo siguen siendo, como elementos importantes para la definicion de los
diferentes factores prondsticos y tratamientos para esta enfermedad®. Por otro
lado, la deteccion de la expresion de moléculas nucleares, citoplasmaticas y/o
transmembrana que caracterizan a las células del tejido afectado mediante el uso
de anticuerpos o inmunoglobulinas marcadas con fluorocromos o enzimas a través
de una técnica conocida como inmunohistoquimica, permite diferenciar
alteraciones somaticas y genéticas que proporcionan la posibilidad de clasificar el
cancer de mama de una manera mas adecuada a lo que se refiere a pronostico y
efectividad del tratamiento® .

A través de la inmunohistoquimica se determina la presencia de receptores
hormonales, como lo son el receptor de estrégenos (RE) y el receptor de
progesterona (RP) los cuales se correlacionan con el grado tumoral y los
convierten en indicador de respuesta a tratamientos endocrinos. En el cancer de
mama, la presencia de RE al igual que RP, es fundamental para que exista una
buena respuesta al tratamiento hormonal’®. La técnica Inmunohistoquimica (IHQ)
muestra métodos que emplean anticuerpos seleccionados que tienen la capacidad
de identificar especificamente a moléculas cancerigenas (con caracteristicas
antigénicas). Un antigeno es un agente patégeno que estimula una respuesta
inmunitaria, produciendo mecanismos celulares y moleculares que destruiran o
neutralizaran su efecto. Uno de los componentes moleculares que intervienen en
esa respuesta son los anticuerpos ampliamente utilizados como bioreactivos en la
inmunohistoquimica®. El estudio Inmunohistoquimico permite clasificar el cancer
segun sus caracteristicas estructurales obtenidas, determinandose tipos de cancer
con RE positivos denominados luminal A y B, siendo él A tumor con buen
pronostico, y el B de pronostico desfavorable y requiere en la mayoria de los
casos administracion de quimioterapias, y RE negativos denominados HER2/neu
(receptor de crecimiento epidermal humano), el cual es un oncogen y Basallike el
cual es un fenotipo tumoral, negativo para rectores hormonales, de pésimo

pronéstico™?,



Desde hace mucho tiempo se conoce la complejidad de la enfermedad maligna de
la glandula mamaria y en muchas oportunidades las decisiones terapéuticas se
han tomando en base a factores prondsticos que no representan la verdadera
cualidad del tumor. Le necesidad de identificar factores prondsticos que orienten
de manera mas precisa hacia tratamientos méas efectivos y que mejoren los
indices de recuperacion de la enfermedad, son cada vez mas necesarios, dado el
incremento significativo de este tipo de cancer. Asi como también disminuir los

efectos que resultan de la aplicacién de terapias incorrectas a las pacientes™®.

Basado en lo antes expuesto nos interesa determinar la importancia de la
inmunohistoquimica en el tratamiento del cancer de mama siendo este el objetivo
principal de la presente investigacion, y como objetivos especificos identificar los
anticuerpos monoclonales que se relacionan con el tratamiento del cancer de
mama, establecer los factores prondsticos de la inmunohistoquimica de acuerdo a

los resultados, y describir el protocolo de la técnica de inmunohistoqquimica.
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DESARROLLO

El cancer de mama es uno de los canceres tumorales que se conoce desde
antiguas épocas. La descripcion mas antigua del cancer (aunque sin utilizar el
término “cancer”) proviene de Egipto del 1600 a.C. aproximadamente®”.

El papiro Edwin Smith describe 8 casos de tumores o ulceras del cancer que
fueron tratados con cauterizacion con una herramienta llamada “la horquilla de
fuego”. El escrito dice sobre la enfermedad: “No existe tratamiento” cuando el
tumor es sangrante, duro e infiltrante. A lo minimo en caso descrito es de un
hombre. También se hacen descripciones en el antiguo Egipto y en el papiro
Ebers. Mas recientemente Hipdcrates describe casos y apunta que las pacientes
con el cancer extendido y profundo no deben ser tratadas pues viven por mas
tiempo™.

Por siglos los médicos han descrito casos similares, todos teniendo una triste
conclusién, no fue sino hasta que la ciencia médica logro mayor entendimiento del
sistema circulatorio en el siglo XVII que se lograron grandes avances. En presente
siglo se ha podido determinar la relacién entre el cancer de mama y los nédulos
linfaticos axilares™. El cirujano francés Jean Louis Petit (1674-1750) vy
posteriormente el cirujano Benjamin Bell (1740-1806) fueron los primeros en
remover los nddulos linfaticos, el tejido mamario y los musculos pectorales,
abriendo el camino a la mastectomia moderna. Bell es el autor de la obra mas
importante en esta materia de su época: Tratado de enfermedades del seno y de
la region mamaria. Su senda de comprension y avance fue seguida por William
Stewart Halsted que invento la operacion conocida como “mastectomia radical de
Halsted”, procedimiento que ha sido popular hasta los ultimos afios desde los afios
setenta®.

La inmunohistoquimica es una técnica que ha revolucionado la histopatologia ya
gue permite identificar antigenos intracelulares y de membrana en cortes de tejido
visualizando la reaccién antigeno-anticuerpo, siendo una técnica ampliamente
utilizada en la deteccion de receptores hormonales para evaluar la susceptibilidad

del carcinoma mamario a la terapia antiestrogenica®. El desarrollo de la
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inmunofluorescencia indirecta realizada por Albert H. Coons, Hugh Creech,
Norman Jones y Ernst Berlinier en la Universidad de Harvard en 1941, fue el
antecedente del florecimiento de la inmunopatologia®®.

El uso de anticuerpos marcados con isotiocianato de fluoresceina le permitio a
Coons el estudio detallado de diversos antigenos, la identificacion de proteinas
tisulares, la detecciébn de complejos inmunitarios, la localizacion de antigenos
virales en células infectadas y de antigenos tumorales en diversas neoplasias*. A
pesar de esta trascendente innovacion, la técnica de inmunofluorescencia quiza
fue, hasta cierto punto, de utilidad limitada en la patologia quirtrgica diagnostica,
debido a que requiere tejido fresco y un microscopio especial (de fluorescencia)
que no cuenta con la mejor resolucién morfolégica®. Pero sin duda el método
creado por Coons, senté las bases de la inmunohistoquimica actual™.

En 1959 Rodney Porter y Gerald Edelman describieron la estructura de las
inmunoglobulinas, por lo que en 1972 recibieron el premio Nobel de Fisiologia. Su
descubrimiento fue posible gracias a que obtuvieron grandes cantidades de estas
proteinas de pacientes con mieloma de células plasmaticas (mieloma mudltiple).
Las inmunoglobulinas del mieloma, proteinas de Bence-Jones y macroglobulinas
monoclonales jugaron un papel fundamental en el esclarecimiento de la estructura
genética, sintesis y metabolismo de las inmunoglobulinas. Algunos afios después
Susumo Tonegawa, premio Nobel de Medicina en 1987, describio la diversidad de
los anticuerpos, demostré la compleja recombinacién somética y los mecanismos
de hipermutacion a que estan sujetos los linfocitos B en sus mecanismos de
produccion y sintesis de inmunoglobulinas lo que les permite su selecta

especificidad ante la demanda de millones de antigenos potenciales™.

En 1984 Cesar Milstein, Georges JF Kohler y Niels K Jerne recibieron el Premio
Nobel de Medicina por su aportacion para la produccion de anticuerpos
monoclonales. Estos investigadores pudieron unir dos células y obtener un hibrido
(hibridoma) que comparten caracteristicas funcionales de ambas poblaciones
celulares. Fusionaron un linfocito B del bazo de un raton inmunizado con

eritrocitos de oveja (que producia anticuerpos contra moléculas del eritrocito
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reconocidas como antigenos, denominadas epitopes o determinante antigénicos),
con ceélulas plasmaticas de mieloma de un raton, la célula resultado de esta fusion
era inmortal in vitro. Este hibrido es capaz secretar inmunoglobulinas en contra del
epitope del eritrocito de oveja, debido a que el hibridoma también habia adquirido
la facultad de secrecion de inmunoglobulinas del mieloma y su capacidad para
vivir in vitro. Asi fue como pudieron producir anticuerpos in vitro en contra de un
solo determinante antigénico de una compleja estructura antigénica. Kolher y
Milstein demostraron que virtualmente es posible fusionar cualquier célula con
lineas celulares de mieloma, produciendo asi cantidades homogéneas ilimitadas

de anticuerpos con la especificidad de la célula fusionada™.

Como antecedentes de la presente investigacion se tomd en cuenta el estudio
realizado por Louredo en el afio 2002, titulado “Valor prondstico de los factores
clinicos e inmunohistoquimicos en la recidiva precoz de carcinoma ductal
infiltrante de mama” cuyo objetivo de estudio fue analizar la posible asociacion
entre los diferentes marcadores tumorales moleculares (RE,RP), su valoracion
como factores prondésticos de recidiva, y bajo un disefio de estudio de cohorte
prospectivo, tomando a pacientes intervenidas por cancer de mama; el total de
pacientes fue de 108, con variables de estudio cuantitativos que incluyé la edad, el
intervalo libre de la enfermedad y la supervivencia global; realiz6 una
determinacion Inmunohistoquimica de RE utilizando el anticuerpo monoclonal
ER1DE; aportando asi informacion adicional en este campo, contribuyendo a la
ampliacién de los conocimientos en este aspecto de la biologia tumoral®®.

Posteriormente se realizd un estudio titulado “Correlacién de factores prondsticos
clasicos con parametros inmunohistoquimicos y subtipos tumorales en mujeres
afectadas por cancer de mama” el cual tuvo como objetivo principal averiguar si
los subtipos tumorales intrinsecos, clasificados segun procedimientos
inmunohistoquimicos, presentando valor pronéstico en si mismos y si dentro del
grupo triple negativo se podia diferenciar el subgrupo Basallike en cuanto a su

comportamiento biologico y clinico; bajo un tipo de estudio descriptivo tomando
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como base 888 pacientes con cancer de mama del registro de tumores del
complejo hospitalario universitario de Ourense; en el que tras dividirse mediante
técnicas inmunohistoquimicas en subtipos, se analiz6 los factores de prondstico,
fueron recogidas las siguientes variables: edad, tamafio, localizacion y tipo de
tumor, numero de ganglios afectados por el tumor, expresion de RE y RP; dando
como resultado que el subtipo triple negativo evidencia mas riesgo de muerte, y
tuvo como conclusién, que la muestra objeto de estudio, el tamafio tumoral, la
afectacion ganglionar y el grado Il de diferenciacibn son factores prondsticos

independientes®’.

Actualmente existen numerosas estrategias terapéuticas oncoldgicas que utilizan
anticuerpos monoclonales como el anti-CD20 (Rituximab),4 anti- CD117
(Gleevec)5 y anti-Her2/neu (Herceptin),6 determinantes que pueden hacerse
evidentes en el tejido obtenido por biopsia mediante inmunohistoquimica con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD20, CD117 vy Her2/neu,
respectivamente™. El uso de anticuerpos monoclonales es parte de la rutina de los
laboratorios de patologia debido a que son de gran utilidad en el diagnéstico de
tumores metastasicos de origen primario desconocido, tumores de partes blandas,
linfomas y leucemias y pueden ayudar a la identificacion de algunos agentes
infecciosos; ademas, los anticuerpos monoclonales pueden ser de utilidad como
factores prondsticos y predictivos en diversos tumores ya que al definir la estirpe
de los mismos se conocera con mas certeza su comportamiento ante las
diferentes terapias y posibilidades de recuperacién®® . Es necesario conocer las
caracteristicas bioldgicas generales de los antigenos utilizados, asi como el tejido
con el cual reacciona y la localizacién celular donde la inmunorreaccién debe

encontrarse®®.

Analizado desde el punto de vista de la inmunohistoquimica el cancer de mama se
ha clasificado por las caracteristicas del tumor en cuatro grupos fundamentales,
donde la presencia o no de receptores de estréogenos son definitivos para la

categorizacion de esta clasificacion. Asi tenemos:
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1. Tumores con receptores de estrégenos positivos

a. LUMINAL A: receptores de estrogeno positivos, receptores de progesterona
positivos o0 negativos, c-erB-2 negativo.

b. LUMINAL B: receptores de estrégeno positivos, receptores de progesterona
positivos, c-erB-2 positivo.

2. Tumores con receptores de estrogeno negativos

a. HER 2 NEU: receptores de estrégenos negativos, receptores de progesterona
negativos, c-erB-2 positivo.

b. BASAL LIKE: receptores de estrogeno negativo, receptores de progesterona
negativos, c-erB-2: negativo™?.

El andlisis de IHQ proporciona un resultado de 0 a 3+ que revela la cantidad de
proteinas receptoras HER2 en las células de una muestra de tejido con cancer de
mama. Si el tumor presenta un resultado de 0 a 1+, se lo denomina “HER2
negativo”. Si presenta un resultado de 2+ a 3+, se lo denomina “HER2 positivo”. Si
presenta un resultado de entre 1y 2, se lo considera ambiguo.

Las personas que presentan resultados de HER2 positivo suelen responder
favorablemente al uso de Herceptin. Este medicamento no se considera efectivo
para tratar tumores con resultados de IHQ de 0 o 1+ *&,

RECEPTORES HORMONALES

La determinacién de receptores estrogénicos (RE) y de progesterona (RP) en las
biopsias de carcinomas infiltrantes antes del comienzo de las medidas
terapéuticas, se ha hecho una préactica habitual en el tratamiento de pacientes con
carcinoma de mama®.

Aproximadamente del 55% al 65% de los carcinomas primarios de mama y del
45% al 55% de sus metastasis tienen una expresion positiva de receptores
estrogénicos (RE+). También se ha demostrado que responden a la
administracion de terapia hormonal entre el 55% y el 60% de las mujeres con
tumores RE+ y alrededor del 8% de las mujeres con receptores estrogénicos
negativos (RE-) en el tumor. Ademas, los tumores RE- muestran una mejor

respuesta a las quimioterapias citotoxicas. Los tumores que son mejor
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diferenciados son mas probablemente RE+ y tienen un prondstico relativamente
mejor'®.

Entre el 45% y 60% del cancer primario de mama y metastasico contiene RP. La
presencia de RE y RP en el mismo tumor aumenta la probabilidad de respuesta a
los tratamientos hormonales desde un 55% observado en pacientes con tumores
RE+, a un 75% y 80% *°. Los receptores de progesterona son pues al menos tan
valorables como los receptores de estrogenos para predecir la conducta de los
carcinomas de mama, y la pérdida de RP por las células tumorales esta asociada
con peor prondstico. Por tanto, en la actualidad, la determinacion de RE y RP se
considera uno de los mas importantes datos del tumor para ser valorados; sus
resultados se utilizan para tomar decisiones terapéuticas y son considerados como
indicadores prondsticos independientes™®.

La aplicacion de una variedad de anticuerpos monoclonales junto con los otros
parametros establecidos constituye una ayuda en el diagnéstico, prondstico y

tratamiento del carcinoma de mama*®.

Entre los anticuerpos monoclonales destacamos los siguientes:

“Oncogen c-erbB-2 (HER-2/neu o HER 2): El oncogen c-erbB-2 esta ubicado en
el cromosoma 17 que codifica una proteina de membrana de 185 kD. Se ha
observado que estad amplificada aproximadamente en el 30% de los carcinomas
de mama y se ha llegado a la conclusion de que es un factor pronéstico de la
supervivencia total y del periodo libre de enfermedad en pacientes con cancer de
mama Yy ganglios linfaticos positivos. La expresion de esta proteina ha sido
asociada con un pobre grado histologico, extensién a ganglios axilares y namero
de ganglios afectados; ademas, la amplificacion del oncogén HER-2 se
correlaciona con la ausencia de receptores estrogénicos y de progesterona.
También se ha comprobado en algunos estudios la relacion con cada uno de los
elementos (patrén arquitectural, atipia nuclear y nimero de mitosis) del grado
histolégico. Incluso si un tumor primario no expresa la proteina c-erbB-2, las

subsiguientes metastasis pueden expresar la proteina; por el contrario, si un tumor
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primario expresa dicha proteina, esta capacidad se mantiene en todas las
metastasis del tumor'?”.

“Catepsina D: La catepsina D es producida y secretada por las células
cancerosas mamarias. Es uno de los udltimos marcadores que estan siendo
actualmente evaluados como indicador prondstico. Su sobreexpresion parece
estar asociada con una conducta tumoral agresiva y un intervalo libre de
enfermedad acortado. La relacion de la catepsina D con la proteina c-erbB-2 y con
la amplificacion del oncogen c-myc fue estudiada por Brouillet y cols. y
determinaron que la catepsina D no se correlaciona con la expresion del oncogen
HER-2, pero si con la amplificacion del oncogen c-myc. La expresion de c-myc
estd generalmente relacionada con la proliferacion celular, resultando que las
pacientes en las que el ADN del tumor muestra un c-myc amplificado tienen un
periodo de supervivencia acortado™®”.

“Ki 67: El antigeno Ki 67 identifica las células proliferantes dentro de un tumor, y
por tanto cuanto mayor es su presencia, mas agresivo es el tumor. La positividad
del Ki 67 se correlaciona con el grado de diferenciacién tumoral, invasion vascular,
metastasis en ganglios linfaticos, y se relaciona inversamente con la presencia de
receptores hormonales™®”.

“P 53: El gen p53 se localiza en el cromosoma 17 y se considera un regulador
negativo del crecimiento celular. Sus mutaciones constituyen la alternativa
genética mas frecuente en neoplasias malignas. La mutacion de p53 se considera
un factor de mal prondstico por determinar pérdida de la funcion supresora,
activacion del crecimiento celular y aumento del riesgo de progresion de la
neoplasia. La forma mutante de la proteina p53 se acumula en el ndcleo celular,
donde puede detectarse por técnicas de inmunohistoquimica sobre tejido incluido
en parafina *¥”.

Asi pues, la Inmunohistoquimica es de vital importancia para el marcaje selectivo
de proteinas y otros elementos que pueden estar presentes, tanto en las
membranas celulares, citoplasma, y demas compartimientos citoplasmaticos, asi
como también en la matriz extracelular. Es de gran utilidad en la identificacion de

las estirpes celulares de los tejidos basicos, de receptores de membranas,
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proteinas citosdlicas, y de cualquier otra estructura para la cual se halla
desarrollado un anticuerpo especifico. Su aplicacion es de indiscutible valor en

anatomia patoldgica en el diagnéstico de lesiones tumorales y su prondstico®.

En cuanto al protocolo de la técnica, se requiere de un entrenamiento
especializado sobre todo en el procesamiento de los tejidos, la seleccidén de todos
y cada uno de los reactivos necesarios apropiados, y lo mas importante: la
interpretacion de los inmunomarcajes en las preparaciones histolégicas.

La técnica de Inmunohistoquimica se fundamenta en la reaccion Antigeno —
Anticuerpo, siendo el anticuerpo el reactivo fundamental. Los anticuerpos
pertenecen a un grupo de proteinas denominadas Inmunoglobulinas, presentes en
cinco clases y sintetizadas por células conocidas como Plasmocitos, que no son
mas que un Gltimo grado de diferenciacion de los linfocitos B %°.

Loa anticuerpos monoclonales son producidos por un clon individual de
plasmocitos, mientras que los anticuerpos policlonales son producidos por
diferentes plasmocitos y en consecuencia pueden reaccionar con varios
fragmentos del antigeno para el que fueron creados. El animal més utilizado para
la produccién de anticuerpos policlonales es el conejo, seguido por la cabra, oveja,
caballo, entre otros. Para los anticuerpos monoclonales, el animal de eleccién es
el ratén, tal vez por motivos econémicos?°.

La reaccion antigeno - anticuerpo en la técnica inmunohistoquimica es incolora y
para hacerla evidente, se utilizan algunos métodos como la fluorescencia, las
reacciones enzima-sustrato que convierte al cromégeno sin color en un compuesto
coloreado insoluble que precipita y permite identificar el lugar donde se

depositaron los anticuerpos utilizados®.

RECEPCION DE LA MUESTRA

Las muestras a procesar pueden proceder de: archivo de bloques de parafina
laminas citologicas, cortes de tejido fresco congelado en nitrogeno liquido

similares a los de inmunofluorescencia®.
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PROCEDIMIENTO GENERAL PARA EL MARCAJE INDIRECTO CON
ANTICUERPOS CONJUGADOS A MOLECULAS FLUORESCENTES O
CONJUGADOS A UNA ENZIMA

1. Cortar las muestras histolégicas en micr6tomo a 4 micras de espesor.
Identificar con lapiz diamante ndmero de inscripcion y anticuerpo a utilizar.
Fijar la muestra, para la conservacion de la arquitectura tisular y molecular

Hidratacion de los tejidos con PBS tres bafios de 5 minutos.

o bk~ 0N

Incubacién con el anticuerpo primario en camara humeda a temperatura
ambiente durante una hora.
6. Eliminacion del exceso del anticuerpo primario con PBS, tres bafios de 5
minutos.
7. Incubacion del tejido con el anticuerpo de secundario durante 15 minutos.
8. Eliminacion del exceso del anticuerpo secundario con PBS, tres bafios de 5
minutos
9. Montaje en medio permanente.
10.Etiquetar con ndmero de inscripcion de la seccién de IHQ, numero de la
biopsia o citologia y, ademas, anticuerpo empleado.
Con cada anticuerpo debera trabajarse una lamina de control positivo (caso

conocido) y una lamina de control 2*

TECNICAS DE RECUPERACION ANTIGENICA

Los tejidos que se procesan en el laboratorio de inmunohistoquimica se reciben
casi todos fijados en formalina e incluidos en parafina. Las estructuras
tridimensionales de las proteinas tisulares se alteran en grado variable durante
este proceso. Esto tiene una gran repercusion sobre la deteccion adecuada del
antigeno que se estd investigando en una muestra determinada mediante
investigaciones inmunohistoquimicas.

Algunos antigenos tisulares (epitopes) son resistentes a la fijacion con formol e
inclusion en parafina y son reconocidos por anticuerpos especificos. Otros

epitopes pierden su reactividad antigénica después de estos procesos de rutina.
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La continua préactica con nuevos anticuerpos ha mejorado el proceder
inmunohistoquimico y el uso de pretratamientos proteoliticos de los cortes
histolégicos es beneficioso en muchos casos. No obstante el éxito mayor se ha
obtenido con métodos de pretratamiento con calentamiento de los cortes
histologicos que han permitido el desenmascaramiento de estos epitopes, lo que

ha mejorado en gran medida los resultados inmunohistoquimico™.

FIJACION Y PROCESAMIENTO DE LOS TEJIDOS

La fijacion en soluciones que contengan formaldehido causa reacciones cruzadas
en las proteinas. El procesamiento de inclusion en parafina altera la forma de las
proteinas. La recuperacion antigénica revierte algunos de estos procesos
rompiendo las uniones cruzadas, restaurando la conformacion del

epitope/antigeno y removiendo los iones clasicos con citrato™”.
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CONCLUSION

El cancer de mama es una enfermedad en la cual se desarrollan células
anormales en el tejido mamario, siendo esta neoplasia la mas frecuente en
mujeres, una de las causas principales es la carga genética, que supone un riesgo
mayor para las mujeres con antecedentes familiares, asi como mdltiples factores
tales como edad, uso de anticonceptivos hormonales, obesidad, radiacion, entre
otros.

Actualmente el diagnoéstico de carcinoma de mama se acompafa de una serie de
moléculas marcadoras y factores prondstico que tratan de predecir cual sera el
riesgo de recurrencia de esa neoplasia en esa paciente, intentando aproximarse al
curso evolutivo de la enfermedad y a la respuesta a determinados tratamiento,
donde muchos tipos son sensibles a las hormonas estrégenos, lo cual significa
que dicha hormona hace que el tumor canceroso mamario crezca. Tales canceres
tienen receptores de estrogenos en la superficie de las células y se denominan
cancer positivo para receptores de estrogenos o cancer positivo para RE.

Algunas mujeres tienen cancer de mama positivo para HER2, que se refiere a un
gen que ayuda a que las células crezcan, se dividan y se reparen por si mismas.
Cuando las células (entre ellas las cancerosas) tienen demasiadas copias de este
gen, se multiplican mas rapidamente. Hasta ahora las mujeres con cancer de
mama positivo para HER2 tienen una enfermedad mas agresiva y un riesgo mayor
de que ésta reaparezca (recurrencia) que las mujeres que no tienen este tipo de
cancer. Es posible que esto comience a cambiar gracias alos tratamientos
dirigidos especificamente contra el gen HER2.

La determinacion de tipos de tumores, conductas terapéuticas adecuadas y
pronostico de la enfermedad es posible gracias a las técnicas de
inmunohistoquimica, que utilizando anticuerpos nos ayudan a conocer la
naturaleza de los antigenos que se expresan y caracterizan al tumor, obtener los
beneficios antes mencionados y asi ofrecer una esperanza de vida a las pacientes

gue padecen esta enfermedad.
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RECOMENDACIONES

Es importante realizar la recuperacion del antigeno con métodos de
pretratamiento como el calentamiento para permitir el desenmascaramiento de
los cortes histolégicos y asi obtener mejores resultados.

Trabajar con laminas de control positivo y negativo segun el caso.

La practica clinica actual requiere la determinacion de HER2 en todas las
pacientes con cancer de mama infiltrante, tanto por su valor pronéstico como
predictivo. Por tanto, debe realizarse siempre antes de realizar la indicacion del
tratamiento, tanto en cancer de mama precoz, como en situaciones de cancer
de mama avanzado o metastésico.

No deben utilizarse fijadores diferentes al formol neutro tamponado al 10%, ya
que fijadores basados en alcoholes, ya que pueden generar falsos positivos en
inmunohistoquimica

La prevencion mas eficaz del cancer de mama es la deteccion precoz y por ello
es recomendable realizar la autoexploracién de las mamas, de forma periddica,
luego de la menstruacion.

Si existen factores predisponentes familiares, se deben realizar de forma
periddica (cada 2 afios) una exploracion llamada mamografia segun la edad o

ecografia mamaria para las mujeres menores de afos

22



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1: Garcia A., Pifiero A., Moreno J. Cirugia de la Mama. Seccion de patologia de la
mama Esparfia. Edit. Aran. 2006

2: Alvarez A., Galarza G., Diaz M., Anatomia humana. Unidad Il tronco,
fasciculol, térax. Universidad nacional Auténoma de México (facultad de
odontologia-UNAM). Primera edicion 2005. P 18-19

3: Baggish M., Kanam M. Atlas de anatomia de la pelvis y cirugia ginecologica.
2° edicion, Buenos Aires. Editorial medica panamericana 2009.p1103-1105

4. Cancer de mama: cuestiones mas frecuentes. Madrid Grupo editorial Entheos
28046 ISBN 84-690-3084-1 pag. 19-21. 2007

5. D" Agostino R., Castafieda A., Di Torio F. Epidemiologia del cancer de mama
(Monografia en Internet) 2002 (Acceso 8 de Septiembre del 2013 a las 2:50 pm).
Pag.5-7. Disponible en epid.www.colmed2.org.ar

6: Carabias P. Estudio de la importancia del componente intraductal asociado en
el cancer de mama como factor pronostico. Barcelona: Universidad autonoma de
Barcelona. 2011

7: Moore K., Dalley G. Anatomia con orientacion clinica .México D.F. Editorial
panamericana 2007. p 105-109

8: Borobia Fernandez C. coordinador. Valoracibn médica y juridica de la
incapacidad laboral.1°"®ed.Espafia. Sociedad Espafiola de medicina. 2007

9: Vaquero M. Manual de la Calidad de Inmunohistoqumica en anatomia
patolégica. En: Hospital Donostia. (Servicio de anatomia Patolégica). Edit.
Osakidetza. 2007 p. 10-14

10: Sarancone S. laboratorio de patologia quantum. Clinica de diagnostico medico
Orofio. Argentina 2010

11: Prophet E. Fijacion de Tejidos. En: Instituto de Patologia de la Fuerzas
Armadas de los Estados Unidos de América (AFIP). Métodos Histotecnologicos.
Washington, D.C. ISBN; 2007. p 253-258.

12: Bianchi G., Tamayo J., Gébmez M. Recomendaciones para Venezuela del
grupo de consenso de inmunohistoquimica pronostica en cancer de mama. Rev.
Venez. Oncol. (Revista en internet) 2007 (acceso 10 de octubre del 2013 a las
6:40pm). 19(4): 353-355. Disponible en www.scielo.org.ve

23



13: Uribe J., Hernandez C., Menolascino F. Clasificacion Molecular del cancer de
mama. Rev. Venez. Oncol. (Revista en internet) 2010 (Acceso 10 de Octubre del
2013 a las 5:30) 22 (2): 109-116. Disponible en www.scielo.org.ve

14: Manosalva F. como prevenir el cancer de mama en las mujeres del Peru.
(Monografia en internet) 2011 (acceso 8 de octubre del 2013). Pag.12-13
Disponible en www.slideshare.net

15: Buys D, Lara C., Ortiz H. Interpretacion basica de Inmunohistoquimica.
Patologia Revista Latinoamericana (Revista en internet) 2007 (Acceso 5 de
Octubre del 2013 a las 3:40 pm). 45 (83): 126-140. Disponible en
www.revistasmedicasmexicanas.com.mx

16: Louredo A. Valor pronostico de los factores clinicos e inmunohistoquimicos en
la recidiva precoz del carcinoma ductal infiltrante de mama (tesis en internet) 2002
Universidad complutense de Madrid. (Acceso 30 de septiembre a las 5:00 pm).
Pag.1-2. Disponilble en biblioteca.ucm.es

17. Pérez M. Correlacion de factores prondsticos y clasicos con parametros
inmunohistoquimicos y subtipos tumorales en mujeres afectadas por cancer de
mama. (Tesis de internet). 2012. Universidad Santiago de Compostela. Disponible
en dspace.usc.es/bitstream/10347/6110/1/rep_248.pdf. Pag.2-8

18: Breastcancer.org (sitio web).Organizacion sin fines de lucro. (Acceso 10 de
octubre del 2013, a las 4:45). Disponible en www.breastcancer.org

19: Hospital General de Teruel. Boletin oncoldgico (Sitio web).Espafa. Vera J.
ISSN 1579-6094 (Acceso 7 de octubre las 5:45 pm). Disponible en
www.boloncol.com

20: Histoweb. Catedra de Histologia. Deparatmento de Ciencias Morfologicas (sitio
web).Medicina Universidad de los Andes. (Acceso 5 de Octubre del 2013 a las
5:30PM). Disponible en http://www.medic.ula.ve/histologia/laboratorios/inmuno

24


http://www.slideshare.net/
http://www.revistasmedicasmexicanas.com.mx/
http://www.boloncol.com/
http://www.medic.ula.ve/histologia/laboratorios/inmuno

ANEXOS

Carcinoma de mama humano: tincién inmunohistoquimica para el receptor de
estrégeno Observe la intensa tincion nuclear de las células tumorales. Corte de
parafina.

Cancer de mama humano, carcinoma intraductal: tincion inmunohistoquimica
para el antigeno Ki67.Corte de parafina.
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Tincion inmunohistoquimica para estudio de factores prondstico en cancer de
mama. Tincion positiva de receptores hormonales estrogénicos. (40X)

(Fuente: catedra de dianas terapéuticas, disponible en http://www.dianasterapeuticas.com)
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