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Resumen

El objetivo principal de esta investigacion fue determinar los dos subtipos
de carcinoma mamario mas frecuentes, aplicando las técnicas de
inmunohistoquimica y microscopia electrénica de transmision, para obtener un
diagnostico mas preciso del carcinoma de glandula mamaria en la provincia de

Cartago, Costa Rica, durante el primer semestre del afio 2021.

La presente investigacion fue de tipo observacional descriptiva no
intervencionista donde se describieron caracteristicas, como las dimensiones de los
patrones ultraestructurales propios de los carcinomas Luminal A y Luminal B que
se presentaron en mujeres mayores de 18 afos, atendidas en los distintos servicios
del Hospital Dr. Maximiliano Peralta Jiménez, dentro del periodo de desarrollo de
este proyecto. En total como objeto de estudio se seleccionaron 4 muestras

provenientes de biopsias de tejido de la glandula mamaria.

La investigacion permitié generar informacion de los subtipos Luminales Ay
B sobre sus caracteristicas ultraestructurales, haciendo uso de la técnica de
microscopia electronica de transmision que visualizé componentes celulares a mas
de 3000 aumentos. Sin embargo, se concluyé que el diagndstico mas preciso para
la subclasificacién de los carcinomas de la glandula mamaria es a través de la
inmunohistoquimica y se reconocio el alto nivel de complejidad empleado y el aporte

de estandarizar una técnica de gran valor para otras investigaciones.
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INTRODUCCION

La histocitotecnologia es una palabra compuesta por histologia y
citodiagnéstico. La Real Academia Espafiola (RAE), define a la primera como
la parte de la anatomia que trata del estudio de los tejidos organicos. Por
otra parte, el diagnostico citolégico corresponde a los procedimientos
basados en el examen de las células contenidas en un liquido (1). Uno de

los principales ambitos de accion de esta carrera es la anatomia patoldgica.

Hoy en dia las investigaciones en cancer a nivel mundial y en la
region, constituyen una importante herramienta para disminuir la mortalidad
de miles de personas cada afno, mejorando el diagndstico, el pronostico y
brindando nuevos tratamientos. En Costa Rica no es la excepcion, la
incidencia del cancer de mama en mujeres esta en aumento (2). Por esta
razon, es necesario contribuir con investigaciones que hasta el momento no
se han realizado en el pais, mediante técnicas diagnosticas actuales para

estudiar el tejido neoplasico mamario.

La actual generacién de histocitotecnologas e histocitotecnélogos
tienen la responsabilidad de aplicar los conocimientos adquiridos durante su
formacion en la Universidad de Costa Rica (UCR). Esto con el fin de
desarrollar investigaciones propiasy enriquecer con sus colaboraciones

proyectos interdisciplinarios con el propdsito de mejorar la salud publica.

En esta investigacion se determinaron los dos subtipos mas
frecuentes de carcinoma mamario mediante la técnica de
Inmunohistoquimica (IHQ) y de las muestras procesadas por Microscopia
Electrénica de Transmision (MET). Esto para la determinacién de un
diagndstico mas preciso del carcinoma de la glandula mamaria en el Hospital
Dr. Maximiliano Peralta Jiménez (HMP), de la provincia de Cartago, Costa
Rica, durante el primer semestre del 2021.



Capitulo I. Planteamiento del problema
1.1 Descripcion del problema de investigacion

El cancer de la glandula mamaria es la neoplasia maligna no cutanea
mas comun en mujeres alrededor del mundo con 2,3 millones de nuevos
casos en el 2020. Ha superado al cancer de pulmén como el cancer mas

comunmente diagnosticado (3, 4).

Esta neoplasia presenta la mayor tasa de mortalidad en mujeres
diagnosticadas con cancer a nivel global, segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), citado por Salinas et al. (5) el cancer de mama (CM) causo
aproximadamente el 15% de todas las muertes por cancer durante el 2015,
con un total de 570 000 defunciones y para el afio 2020 esta cifra aumenté a
684 996 defunciones (3), principalmente en paises subdesarrollados (4, 6,
7). En el continente europeo durante el 2020 se diagnosticaron cerca de 531
086 casos de CM y se produjeron alrededor de 141 765 muertes (8). Estas

cifras convierten al CM en una prioridad del sector salud a nivel mundial.

En el continente asiatico, especificamente en Indonesia, el cancer con
la incidencia mas alta es el CM (18,6 pacientes por cada 100 000 habitantes
anualmente). La mayoria de las pacientes (63%) fueron diagnosticadas en
estadios avanzados, usualmente Ill o IV. Se reporta que mujeres con el
mismo nivel de estadio no tienen el mismo resultado ante los regimenes de
quimioterapia por la necesidad de precision de los marcadores

inmunohistoquimicos previos a la exposicion a los tratamientos (9).

En Espanfa, la tasa de incidencia estandarizada por edad en el ano
2015 referia 65,2 por 100 000 mujeres y la tasa de incidencia
correspondiente a la poblacién europea fue de 88,3 por 100 000 mujeres. El
pais se encuentra en una posicidon intermedia con respecto a todo el mundo
(10). Aunque la mortalidad ha descendido gracias a los programas de
cribado y a la mejora de los tratamientos, esta enfermedad sigue siendo la

primera causa de muerte por cancer en Espafia en la poblacion femenina

(11).



Estados Unidos posee datos muy desalentadores; el Instituto Nacional
del Cancer (NIH, por sus siglas en inglés) y la Agencia de Drogas y Alimentos
(FDA, por sus siglas en inglés), advierten que 1 de cada 8 mujeres
presentaran CM en algun momento de sus vidas. Ademas, la Sociedad
Americana Contra el Cancer (ACS), sefala que 9 de cada 10 muertes por

cancer de la glandula mamaria ocurren en mujeres mayores de 50 afos (5).

En Brasil, la incidencia del CM es similar a la incidencia de los paises
desarrollados, pero varia de acuerdo con la region, mostrando indices mas
altos al sur del pais. Ha disminuido la mortalidad en los estados mas
desarrollados gracias a la implementacion de seguros de salud en las

ciudades principales (6).

Paises como Peru reconocen la importancia de la aplicacion del perfil
molecular del CM para la determinacion del riesgo individual de cada
paciente, tratamiento y prondstico. Sin embargo, las técnicas moleculares
como la IHQ, no estan disponibles en la mayoria de sus hospitalesy su
aplicacion es muy limitada (12). Por este motivo, es importante diversificar

las técnicas diagndsticas que lleven a cabo una clasificacion precisa del CM.

En los paises de la regidn, los datos actualizados sobre incidencia y
letalidad por CM indican que la mortalidad por esta causa en la mayoria de
Latinoamérica va en aumento, particularmente en Colombia, Costa Rica,
Ecuador, México y Venezuela que recientemente contaban con tasas

relativamente bajas (13).

A pesar de los esfuerzos para fomentar los diagndsticos tempranos
en la region, mueren alrededor de 92 000 mujeres al afo (5). Las cifras del
Instituto Nacional de Estadisticas y Geografia de México (INEGI), sefalan a
los tumores malignos como la tercera causa de muerte de su poblacién, de
este grupo el CM es el numero uno en mujeres mayores de 25 afos,
desplazando al cancer de cérvix desde el 2006. Para el 2008 la incidencia
del CM fue de 14,63% en mujeres mayores de 15 afios y el porcentaje de
defunciones fue de 7,6% contra un 2,7% de las producidas por cancer de
cérvix. Durante el 2010 murieron 5 000 mujeres por CM solo en México (14).



En Guatemala, segun las estimaciones reportadas en el 2020 por
Global Cancer Statistics (GLOBOCAN), por sus siglas en inglés, las tasas de
incidencia y mortalidad por cada 100 000 mujeres indicaron que el CM fue el
mas frecuente, con una tasa de incidencia de 11, mientras que la tasa de
mortalidad fue 5,3 (3, 15).

En Costa Rica, la incidencia de esta condicion ha pasado de una tasa
de 47,9 casos por cada 100 000 mujeres en el afio 2013 a 55,87 casos por
cada 100 000 mujeres en el 2014 (2). Llama la atencidon que esta
enfermedad es la primera causa de muerte entre la poblacion femenina a
nivel nacional (3), lo cual coloca a Costa Rica en el primer lugar en

Centroamérica y México en mortalidad e incidencia por dicha neoplasia (5).

Estas cifras hacen que el CM sea considerada una patologia de
interés publico en el ambito de la salud costarricense, lo cual justifica la
necesidad de llevar a cabo investigaciones que ayuden a descifrar aspectos
celulares y moleculares relacionados con la etiologia y progresion de la
enfermedad. Lo anterior con la finalidad de identificar biomarcadores de
utilidad en la deteccion temprana, la evaluacién prondstica, la prediccion de
respuestas a los tratamientos farmacolégicos y la busqueda de nuevas
opciones terapéuticas. En ultima instancia, esto se traduciria en la
disminucién de efectos adversos provocados por el tratamiento y la

mortalidad de las pacientes de CM.

Costa Rica cuenta con la tecnologia y metodologias avanzadas ya
estandarizadas en algunos centros de investigacion y docencia, como la
Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS, por sus siglas en inglés),
diversos tipos de Reaccion de la Cadena de Polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés), la Hibridacion Fluorescente in Situ (FISH, por sus siglas en inglés),
y la IHQ, tanto para la practica clinica como para fines de investigacion (16).

La clasificaciéon del CM por medio de la IHQ se fundamenta en la
identificacion y cuantificacion de proteinas especificas que sirven como
biomarcadores con fines diagndsticos y prondsticos o predictivos. La
positividad de los receptores de estrégeno (RE), de progesterona (RP) y del



factor de crecimiento de tipo epidérmico humano 2 (HER2/neu) definen y
fundamentan esta clasificacion (17). De acuerdo con la expresion de estas
proteinas, los tumores se clasifican en tumores luminales (expresan RE o
RP) y no luminales (carecende la expresion de dichos receptores) (17).
Dependiendo de la expresion del receptor HERZ, las lesiones tumorales del
grupo luminal se diferencian en otros dos subtipos, siendo los tumores
luminales A los que expresan los receptores hormonales (RE o RP) pero no
expresan el HER2; mientras que los tumores luminales B son aquellos

tumores positivos tanto para receptores hormonales como para HER2 (17).

El abordaje terapéutico de la enfermedad depende del esquema de
clasificacion mencionado, lo cual evidencia la importancia de un diagndstico
apropiado. Esta clasificacion es muy exhaustiva debido a la heterogeneidad
del CM. Primeramente, deben clasificarse de acuerdo con el tipo de CM, que
se determina mediante el origen de las células especificas que se ven
afectadas. Segun ese origen, estos tumores pueden dividirse entre
carcinomas que surgen del componente epitelial de la mama o sarcomas que
surgen del estroma, células de los vasos sanguineos o de los
miofibroblastos. Esta categorizacion no es excluyente, ya que existen
tumores que combinan ambos tipos celulares (5). Adicionalmente, los
carcinomas se dividen por sus caracteristicas patologicas e invasividad en

tres grupos que son: no invasivos, invasivos y metastasicos.

La clasificacion de mayor interés para este proyecto de investigacion
es la de los subtipos histologicos. Dicha clasificacion se lleva a cabo por la
expresion o ausencia de RE, RP, HER2 y Ki-67; dicho panel de anticuerpos
divide los CM en Luminal A, Luminal B, HER2 positivo y triple negativo (5),
para fines practicos, la investigacion se concentra en los dos primeros

subtipos, esto porque presentan una mayor incidencia.

La Microscopia Electronica de Transmision (MET) y la IHQ son
técnicas utilizadas en diagnédstico e investigacidon que han contribuido de
forma sustancial al estudio de los tumores, especialmente para conocer mas
sobre su comportamiento biolégico, asi como para la identificacion de

biomarcadores de utilidad diagndstica, pronéstica y predictiva. La aplicacion



conjunta de estas técnicas ha generado conocimiento en tumores de
hipdfisis (18), carcinoma rabdoide del canal anal (19), tumor trabecular
hialinizante (20), melanoma (21). Actualmente el Hospital San Juan de Dios
(HSJD), trabaja en conjunto con el Centro de Investigacion en Estructuras
Microscoépicas (CIEMic), de la Universidad de Costa Rica, para aplicar la
MET en muestras de rindn. No obstante, el uso de la MET para estudiar el

CM es muy reducido.

En un estudio realizado en colaboracion con varios centros de
investigacion en Suiza durante el 2017, se uso esta herramienta de manera
complementaria con otras técnicas; la Espectrometria de Masas de lones
Secundarios (SIMS, por sus siglas en inglés). Se logré visualizar de manera
exacta la distribucion del farmaco organometalico rutenio (Ru), y las células
de CM a nivel subcelular. Se demostré que al ser aplicado el medicamento

se localiza mayormente en la membrana celular y en el nucléolo (22).

En Costa Rica, no hay evidencia de estudios que hayan explorado
una relacion entre los hallazgos inmunohistoquimicos y la MET en el CM.
Por lo anterior, el presente estudio realizé una descripcion de los tumores de
mama segun sus caracteristicas de expresion de proteinas especificas
mediante los analisis inmunohistoquimicos y de la morfologia ultraestructural

de las imagenes de MET.

La razon principal que motivo esta investigacion se deriva de la alta
incidencia ymortalidad del CM, a nivel nacional e internacional, el impacto
social y econdmico que tiene esta patologia y la necesidad de conocer con
mayor detalle su ultraestructura. Desde la vision de los trabajadores en salud
involucrados directamente en el diagndstico de la enfermedad, se debe
invertir tiempo y recursos en estudios que incorporen nuevas tecnologias

para refinar la clasificacion actual del CM.



1.1.1 Preguntas de investigacion

Las preguntas de investigacion asociadas a este proyecto son las

siguientes:

¢Puede la MET brindar mas informacién sobre las caracteristicas
morfolégicas de los dos subtipos de tumores de mama mas frecuentes, asi
como un diagnéstico mas especifico dentro de la actual clasificacion

internacional de carcinomas mamarios?

¢ Permite la MET clasificar los tumores de igual manera que la IHQ o

pueden ambas técnicas ser utilizadas de forma complementaria?

¢ Permite la MET realizar un diagndstico mas robusto si se suma a la

actual clasificacion internacional de carcinomas mamarios?



1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Determinar los dos subtipos de carcinoma mamario mas frecuentes
mediante inmunohistoquimica (IHQ) y microscopia electronica de
transmision (MET), para la obtencién de un diagndstico mas preciso del
carcinoma de glandula mamaria en la provincia de Cartago, Costa Rica,

durante el primer semestre del afio 2021.
1.2.2 Objetivos especificos

1. Describir mediante inmunohistoquimica los dos subtipos de
carcinomas mamarios mas comunes de acuerdo con la expresion de los
marcadores RE, RP, HER2/neu y el Ki-67.

2. Caracterizar los dos subtipos de carcinomas mamarios mas
frecuentes mediante la microscopia electrénica de transmision (MET) para

la identificacidon de patrones ultraestructurales propios de cada subtipo.

3. Determinar si los hallazgos inmunohistoquimicos y los patrones
ultraestructurales se complementan para el diagnéstico del carcinoma de

glandula mamaria.



1.3 Justificacién

El cancer es un grupo de enfermedades de origen complejo y
multifactorial para las que aun se desconocen muchos aspectos
relacionados con su inicio, desarrollo y progresion (23). Por esto surge la
necesidad de conocer mas a fondo el cancer a nivel ultraestructural, y en eso
se baso el presente trabajo. EIl impacto que tiene el cancer en la salud
publica es lo que promueve que en la actualidad se lleven a cabo
investigaciones, con el proposito de disminuir la mortalidad asociada a esta

patologia.

La clasificacion fidedigna de una patologia tan heterogénea como el
CM es de suma importancia, porque al obtener un diagndstico mas acertado
se puede brindar un tratamiento mas efectivo. Actualmente, el diagndstico
de los tipos de cancer en Costa Rica se hace por las técnicas tradicionales de
histologia y citologia, apoyado por la IHQ y técnicas moleculares como la
FISH. Estas permiten la identificacion de cambios, principalmente en la
expresion de proteinas, que se dan cuando una célula de este tejido se
vuelve cancerosa (7, 23); sin embargo, los enfoques modernos de medicina
de precision en el contexto del cancer demandan la busqueda de alternativas

para confirmar el diagnéstico, o hacerlo mas preciso.

Hace tres décadas el papel del tecndélogo en histologia dentro del
sistema de salud costarricense, se limitaba a preparar laminas histologicas
mediante técnicas y procedimientos de manera artesanal y con personal
empirico. Posteriormente, estas laminas, serian evaluadas por parte del
personal médico para emitir su diagnostico; en algunos casos se requerian
estudios mas especificos donde se utilizaban reactivos quimicos para
demostrar la presencia o ausencia de microorganismos o para identificar
algun componente celular, lo que consolido la base de la histoquimica. Hoy
en dia la labor de las y los profesionales en histocitotecnologia va mas alla,
lo cual se asocia a los avances cientificos, tecnolégicos y gracias al proceso
de actualizacion y automatizacién en los centros de educacion superior y

hospitalarios. Uno de los objetivos principales de las y los



histocitotecnélogos durante su formacion actual, es contribuir en el desarrollo
de la investigacion en el proceso del diagndstico clinico. Ademas, este
profesional participa activamente en el registro, manipulacion y preparacion
de las muestras de tejido mamario, aplicando los conceptos académicos en
la labor diaria y propiciando el uso de técnicas que generen conocimiento de

lo que sucede a nivel celular y molecular.

La necesidad de incorporar estas técnicas diagnosticas ha propiciado
que la Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS), se comprometa a
fortalecer los Servicios de Patologia con la implementacién de la IHQ en sus
laboratorios. A pesar de que esta técnica tiene un alto impacto a nivel
diagndstico, prondstico y predictivo, no se ha aprovechado todo su potencial
en investigacion y en innovacion, por lo que se deben impulsar proyectos de
investigacion que contemplen su aplicacién a lo interno de la CCSS. Como
respuesta a esta problematica, y por los altos indices de incidencia y
mortalidad del CM a nivel nacional e internacional, es que se present6 esta
propuesta de investigacion, misma que recibié el apoyo del servicio de
Patologia Clinica del Hospital Dr. Maximiliano Peralta Jiménez (HMP); donde
existié interés de incluir la IHQ en un estudio descriptivo con la técnica de
MET, en conjunto con el CIEMic de la UCR. El andlisis entre ambas técnicas
diagndsticas permitio obtener datos que pueden eventualmente traducirse
en un mejor abordaje clinico de las patologias relacionadas con la glandula
mamaria; de este modo se busco crear un precedente para motivar futuras

investigaciones relacionadas con el cancer.

En el caso de la CCSS, el desarrollo de esta investigacién contribuyo
con sus politicas, dado que con ello se buscé mejorar las alternativas
diagndsticas en pro del beneficio de la poblacion que atiende. Ademas,
ayudo a generar datos para que, en conjunto con otras investigaciones, se
actualicen las clasificaciones del CM. Por consiguiente, garantizar los
tratamientos mas asertivos para cada subtipo de CM, tiene un impacto en la
disminucidon de los costos econdmicos de las intervenciones terapéuticas,
especialmente cuando no se obtiene un beneficio clinico en las pacientes o,
por el contrario, les genera efectos adversos perjudiciales.
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Este estudio pretendié fortalecer los procesos de generacion y
utilizacién del conocimiento cientifico y tecnoldgico en salud, como base para
la toma de decisiones basada en evidencia (24). Los resultados que se
obtuvieron de esta investigacion son una herramienta enfocada en generar
datos que permitan abordar el CM, con el objetivo de desarrollar acciones
que mejoren el estado de salud fisico, mental y social de las personas

usuarias.

La MET ha sido utilizada para el analisis morfométrico de las células
transformadas del tejido mamario, pero no es un método de uso clinico
frecuente. Por medio de la MET se pueden evaluar las caracteristicas
morfolégicas de la membrana celular, nuclear, tamafio del nucleo, tipo de
cromatina y alteraciones en diferentes constituyentes celulares que afectan
la funcidon celular. Esta evaluacion permite obtener datos que,
sistematizados, pueden servir para la elaboracibn de un patron de
modificacién  ultraestructural que caracteriza al mecanismo de
transformacion, relacionando los componentes involucrados en la sintesis de

proteinas (25, 26) y la conformacion del citoesqueleto (27).

El estudio sistematico del CM utilizando la MET, podria refinar la
clasificacion actual al estudiar las caracteristicas de las células cancerosas
con mayor detalle. Esto brindaria una mejor prediccion del comportamiento
del tumor y permitiria realizar un abordaje terapéutico acorde a caracteristicas
mas exactas del mismo. También se introduce una nueva metodologia de
trabajo para establecer futuras lineas de investigacion colaborativas entre la
UCRYyla CCSS.

El desarrollo de esta investigacion abarcod varios aspectos que
podrian ser de relevancia. En primer lugar, la sociedad y especificamente la
poblacién femenina podrian verse beneficiadas a largo plazo, ya que tendrian
un panorama diagndstico mas amplio, que se podria implementar en los
servicios de Patologia como se hace actualmente con las muestras de rifién.
Este estudio puede arrojar resultados e hipotesis que pueden servir para
llevar a cabo estudios mas grandes y complejos que pueden tener un
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impacto aun mayor.

El beneficio para la Universidad de Costa Rica se derivd de uno de
sus principios, que es generar conocimiento que sirva como herramienta
para mejorar la calidad de vida de los costarricenses y proyectarlo a nivel
internacional. La misma, reconoce lo prioritario que es el tema del cancer a
nivel pais por lo que a través de la Escuela de Tecnologias en Salud (TS),
se elevo el grado académico de los diplomados en Histologia al Plan
Especial de Bachillerato y Licenciatura en Histocitotecnologia, con el
proposito de incursionar en campos innovadores de la patologia y contribuir
a mejorar los procedimientos propios de esta area del conocimiento. Como
fruto de este esfuerzo institucional es que se desarrollan Trabajos Finales de
Graduacion (TFG) como este, cuya finalidad es evidenciar la calidad de
ensefanza que la UCR imparte. Cabe mencionar que para la primera
generacion de los profesionales en Histocitotecnologia de Costa Rica, los
proyectos de graduacion significan un gran compromiso de excelencia, no
solo por representar ala UCR y a la Escuela de TS, sino por el alto grado de
complejidad que demanda trabajar en aspectos tan delicados como el

diagnostico de cancer en humanos.

Para la Escuela de TS de la UCR, la formacién de los profesionales
en histocitotecnologia, ha sido un proceso y un reto, porque constituyen la
primera generacion en el pais de bachilleres y licenciados, cuyo desempefio
abarca areas que van desde la patologia animal hasta la vegetal y que llevan
en sus principios la investigacion como base para la generacién de
conocimiento y accion social. La Escuela de TS comenzé a ampliar su area
investigativa, siendo las ciencias morfolégicas uno de los principales ejes,
debido a que la contribucion actual de los profesionales en
Histocitotecnologia se enfoca en esta area, pero propiciando siempre otros
temas novedosos y emergentes que hasta el momento no han sido parte de
la unidad académica y que repercutirian positivamente en la salud de la
sociedad costarricense. Ademas, los resultados de esta investigacion

podrian llevar a la formulacion de otros trabajos complementarios a éste.
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Entre los beneficios para la carrera de Histocitotecnologia, se pueden
mencionar que este TFG se tradujo en una mayor visualizacion de esta y
promociond a sus futuros profesionales para colaboraciones con otros
centros de ensefianza e investigacion. Por lo tanto, es la puesta en practica
de los conocimientos técnicos adquiridos en una carrera de reciente

surgimiento en el pais.

Algunos estudios epidemiologicos (2, 7), han servido para que las
autoridades de salud costarricenses consideren al CM como una patologia
de interés publico. Esto evidencid la necesidad de llevar a cabo
investigaciones que ayuden a conocer los aspectos moleculares y celulares
que definen la enfermedad, su evolucion, su diagnéstico, los posibles
tratamientos y la prevencion, con el fin de disminuir la mortalidad de las
usuarias. Un fin importante de la investigacion en cancer, y en este caso
especifico CM, fue establecer esquemas que permitan la prevencion y
deteccion temprana de la enfermedad, o bien maximizar el beneficio

asociado al tratamiento de las y los pacientes.

Con este proyecto se pretendid, entonces, estudiar caracteristicas
morfoldgicas y celulares de los dos subtipos mas comunes de neoplasias en
la glandula mamaria. Esto ayudoé a discernir caracteristicas morfologicas que

podrian ser de utilidad para mejorar la clasificacion de este tipo de tumores.
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Capitulo Il. Marco teérico

El siguiente capitulo incluye la discusion tedrica de los conceptos y
temas mas relevantes de esta investigacidon, como son la situacion
epidemioldgica del CM a nivel mundial y nacional (incidencia y mortalidad),
generalidades de la mama (neoplasica y no neoplasica), clasificacion de los
tumores malignos, técnicas de analisis como la microscopia electronica de
transmision y la inmunohistoquimica (anticuerpos usados en el panel de

mama).
2.1 Situacion epidemioloégica mundial del cancer de mama

La carga de las enfermedades no transmisibles esta creciendo en el
mundo. Esto se atribuye principalmente al aumento de la expectativa de
vida, lo cual implica un periodo mas prolongado de exposicion a factores de

riesgo (28).

La incidencia mundial de CM femenino alcanzara aproximadamente
3,2 millones de nuevos casos para el 2050 (25). Segun la base de datos
GLOBOCAN, el CM es el mas incidente y mortal en mujeres a nivel mundial.
La tasa de incidencia del CM varia entre 19,4 por cada 100 000 personas,
en el este de Africa, y 89,7 por 100 000 en Europa occidental. La incidencia
de CM en los paises desarrollados es mas alta, mientras que la mortalidad
es mayor en los paises menos desarrollados (28). Las mujeres
latinoamericanas son mas propensas a desarrollar CM en edades mas
tempranas y a ser diagnosticadas en una etapa mas avanzada, comparadas
con mujeres de otros sectores del occidente. Estas cifras reflejan la
imperiosa necesidad de medidas preventivas y estrategias de tratamiento
novedosas. Por este motivo, es necesaria una clasificacién detallada de los
subtipos de tumores para mejorar la identificacion de factores de riesgo (25,
26).

El consumo de tabaco y de alcohol, la mala alimentacién y la
inactividad fisica son los principales factores de riesgo de cancer en el

mundo. Aunque poco se sabe sobre los factores de riesgo especificos para
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el CM, los cambios en los patrones reproductivos (paridad y lactancia), los
estilos de vida y la predisposicion genética, podrian contribuir al incremento
de la incidencia del CM (26, 27).

De acuerdo con un estudio observacional descriptivo de corte
transversal en Cuba, el riesgo de CM a los 30 anos es menor de 0,5%; a los
50 afios el riesgo llega a 2%, y a los 70 afios el riesgo alcanza a 7%. Ademas,
existe correlacion entre la duracion de la vida menstrual y reproductiva de la
mujer con el riesgo de desarrollar CM, lo cual esta probablemente
relacionado con mayor exposicion a hormonas esteroideas; tanto la

menopausia tardia como la nuliparidad aumentan el riesgo de CM (29).

Las sustancias quimicas del medio ambiente con propiedades
cancerigenas influyen directa o indirectamente en el citoplasma y el nucleo
de las células y conducen a alteraciones (epi)genéticas. Los virus, las
bacterias y la radiacion son otros factores que se asocian con el riesgo de
desarrollar cancer, que comprenden aproximadamente el 7% de todos los
canceres (30). Por otro lado, el embarazo y la lactancia a temprana edad por

al menos seis meses son reportados como factores protectores (28, 29).

2.2 La incidencia de cancer en mujeres en Costa Rica

El CM era el segundo tumor maligno mas frecuente en mujeres para
el ano 2013 (31). Aunque el cancer de piel es el mas comun entre las
costarricenses y su incidencia ha crecido en un 25% en la primera década

del siglo, es el CM el que cobra mas vidas (32).

A continuacién, se presenta la incidencia de los 6 tumores malignos
mas frecuentes en mujeres en el 2013 (cuadro 1), de acuerdo con la
provincia de residencia (31).
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Cuadro 1. Incidencia de tumores malignos mas frecuentes en la poblacion femenina,
segun localizacion anatémica y provincia de ocurrencia, Costa Rica, 2013. Tasas
estandarizadas por edad por 100.000, método directo, poblacion estandar mundial.

Fuente: Elaboracién propia, 2022. Adaptado del Registro Nacional de Tumores
Estimaciones y Proyecciones distritales 2000- 2025: 4.

2.3 Mortalidad por tumores malignos mas frecuentes en mujeres en

Costa Rica

El tipo de cancer que provocdé mas muertes en mujeres para el aio
2014 fue el CM, seguido por las neoplasias de estdmago y colon. Haciendo
un andlisis especificamente en los cantones de Cartago, debido a que el
presente estudio se desarrolla en esta provincia, las tasas mas altas de
mortalidad por CM se presentan en los cantones Central, Oreamuno, Paraiso
y La Unién (33). San Pablo de Ledén Cortés presenta altas tasas de
mortalidad y aunque pertenece a la Provincia de San José, por area de
atraccion, el HMP atiende a la poblacion de la zona de Los Santos. Una
comprensidn mas completa de la epidemiologia de los CM tiene importantes
implicaciones para la salud publica en la evaluacion de riesgos, prevencion

y tratamiento (34).

Segun los ultimos datos de GLOBOCAN dados a conocer por la OMS,
el CM es el mas frecuente en la poblacién femenina y genera la mayor
cantidad de defunciones asociadas al cancer en Costa Rica. En la figura 1
se observa que el segundo tumor mas frecuente es el de colon, pero es
superado en mortalidad por el cancer de pulmon, el cuarto lugar lo ocupa el

cancer de cérvix y el quinto el de tiroides (35).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad de tumores malignos mas frecuentes en la
poblacion femenina, en Costa Rica, 2020. Fuente: Elaboracion propia, 2022.
Adaptado de Globocan. International Agency for Research on Cancer 2020.

2.4 Glandula mamaria no neoplasica
2.4.1 Generalidades

La funcion principal de este 6rgano estructuralmente dinamico es la
produccion de nutrientes para el lactante, pero varian segun la edad, el ciclo
menstrual y el estado reproductivo. Las glandulas mamarias son una
caracteristica distintiva de los mamiferos (36) pero también tiene relevancia

a nivel cultural, social y personal.

Las estructuras anatomicas principales son los conductos y los
lobulillos, y los tipos de células mas representativas son las luminales y las
mioepiteliales. También posee dos tipos de estroma que son el inter y el
intralobulillar. Macroscopicamente, la mama se compone de una parte de
tejido glandular, tejido adiposo, piel, la aureola y el pezén (36) como se

detalla en la figura 2.

17



Figura 2. Glandula mamaria femenina. Diseccion sagital. Fuente: Elaboracion
propia, 2022.

De manera general la mama adulta inactiva esta constituida por tejido
conjuntivo, tejido adiposo y estructuras glandulares epiteliales, de hecho, es
la glandula cutanea mas grande del cuerpo femenino. Esta conformada por
entre 12 a 20 Iébulos glandulares, los cuales desembocan por un conducto

excretor en la superficie del pezoén (36, 37).

Los conductos principales de este sistema son los galactéforos (o
interlobulillares) los cuales estan conectados con los conductos terminales.
En los preparados histoldgicos los conductos galactoforos estan compuestos
por epitelio biestratificado cubico, compuesto por células mioepiteliales, y
estan rodeados de fibras elasticas densas (38).

2.5 Caracteristicas biolégicas del cancer

El cancer abarca mas de 100 enfermedades distintas con diversos
factores de riesgo y epidemiologia; se caracterizan por una proliferacion
descontrolada de células que pueden invadir mas alla de los limites normales
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del tejido a 6rganos distantes (39, 40). El desarrollo del cancer, denominado
carcinogénesis, se puede modelar y caracterizar de varias maneras; una
forma es ilustrar las caracteristicas esenciales tanto de las células
cancerosas como de los tumores (41). En términos generales, el cancer para
la OMS corresponde un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar
a cualquier parte del organismo. Una de sus caracteristicas principales es la
multiplicacion rapida de células anormales que se pueden extender mas alla
de sus limites normales y propagarse a otros 6rganos. Este proceso de
invasion es conocido como metastasis y es la principal causa de muerte de

las personas con cancer (27).

La génesis de este grupo de enfermedades se centra en la aparicion
de mutaciones o epimutaciones sucesivas en los genes, que se traduce en
alteraciones de las funciones celulares. Esta perturbaciéon es efectiva en el

ciclo celular y conduce a una proliferaciéon anormal (30).

Desde una perspectiva mas molecular, el cancer consta de tres fases:
iniciacion, promocion y progresion. La iniciacion se caracteriza por cambios
gendmicos y epigendmicos en la célula, que la convierte en pre-cancerosa,
como mutaciones puntuales, eliminacién y amplificacion de genes y
reordenamientos cromosomicos que conducen a cambios celulares
irreversibles, entre otros. El desarrollo del tumor es impulsado por la
supervivencia y la expansion clonal de estas células iniciadas. La progresion

abarca un crecimiento sustancial en el tamafo del tumor y la metastasis (40).

El cancer es un proceso que se ajusta a varios de los principios
evolutivos darwinianos. Cada tumor maligno surge a partir de procesos de
seleccién natural de las poblaciones celulares heterogéneas como resultado
de presiones selectivas impuestas por el sistema inmune vy los
microambientes de los tejidos en los que estas células crecen. Analogo a la
evolucion darwiniana, una sola célula adquiere un conjunto de
(epi)mutaciones que, si son ventajosas, le conferiran una ventaja selectiva
para sobrevivir en un microambiente especifico. Esto, eventualmente, podria

significar que estas células proliferen de forma auténoma, invadan tejidos y
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hagan metastasis (40).

En el desarrollo del cancer son fundamentales los cambios genéticos
y epigenéticos que dotan a estas células cancerosas de las caracteristicas
distintivas del cancer, como el crecimiento autosuficiente y la resistencia a
las sefiales anti-crecimiento y pro-muerte. Aunque los cambios
(epi)genéticos que ocurren en las células cancerosas, como la activacion
oncogénica o inactivacion de supresores de tumores, son responsables de

muchos aspectos del desarrollo del cancer (41).

Los proto-oncogenes, responsables de la division celular y el
crecimiento en condiciones normales, se convierten en oncogenes como
resultado de mutaciones (epi)genéticas, lo cual es un evento crucial en la
biologia tumoral. Lo anterior, aunado a la pérdida de las sefiales supresoras

de tumores, desencadena la division descontrolada de las células (30).

Los tumores son mas que masas tisulares de células cancerigenas
en proliferacién, son tejidos complejos compuestos de multiples tipos de
células distintas que participan en interacciones heterotipicas entre si (42).
Para su desarrollo se conocen seis capacidades biolégicas que son
adquiridas durante el desarrollo y progresién tumoral, se les conoce como
Hallmarks of cancer o sellos distintivos del cancer y fueron propuestas por
Hanahan y Weinberg en el 2000, para racionalizar la enfermedad neoplasica
debido a su complejidad. Estas incluyen la pérdida de las sefales
antiproliferativas, evasiéon de la apoptosis (muerte celular), potencial
replicativo ilimitado, autosuficiencia en senales de crecimiento, induccion de

la angiogénesis, invasion tisular y metastasis (41, 42).

Con respecto al primero, mantener la capacidad de proliferacién es
uno de los rasgos fundamentales de las células cancerosas. Los tejidos
normales logran controlar estas sefales asegurando la homeostasis celular,
es decir, el numero de células y su arquitectura, mediante factores de
crecimiento que se unen por medio de receptores a la superficie celular, pero
las cancerosas evaden estas vias de senalizacién e influyen en otras como

la supervivencia celular y el metabolismo energético (42).
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La apoptosis es una barrera natural contra el cancer, pero se atenua
en los tumores que progresan en malignidad, evadiendo asi la muerte
celular. En un tejido normal, se activan las sefales por medio de reguladores
que inician una cascada de degradacién de las proteinas por medio de las

caspasas 8 y 9 principalmente (42).

Otro de los signos del cancer es el potencial replicativo ilimitado. En
la mayoria de las células normales hay ciclos de crecimiento y division
limitados, por un lado, debido a la senescencia que es un estado donde las
células no proliferan, pero son viables, y el otro por medio de la muerte
celular. Los teldmeros (extremos de los cromosomas) tienen la capacidad de
la proliferacion ilimitada. Los tumores pueden mantener el ADN telomérico,

que induce a la resistencia de la senescencia y la apoptosis (42).

Con la autosuficiencia en sefales de crecimiento, las células
cancerosas evitan las sefiales que regulan el crecimiento y la proliferaciéon
celular que depende de genes supresores de tumores, como el RB y el TP53.
ElI RB (retinoblastoma) integra las sefiales que determinan si una célula debe
pasar por su ciclo de division. Si existe estrés celular o un dano en el genoma
el TP53 detiene el avance al ciclo celular hasta que se vuelva normal o

induce a apoptosis (42).

Por induccidbn de la angiogénesis se comprende que la
neovasculatura inicia mediado por proteinas reguladoras como el Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF-A), por sus siglas en inglés. Estos
inductores activan la formacion de nuevos vasos por medio de las células
endoteliales que logran mantener el crecimiento neoplasico mediante la
irrigacion de nutrientes y oxigeno y la evacuacion de residuos como el
didxido de carbono (CO2), (42).

La invasion local y a distancia, hace que aumente la malignidad de los
carcinomas, los cuales desarrollan alteraciones en su forma y en la matriz
extracelular (MEC). Las moléculas de adhesion como la E-cadherina,
permiten la adherencia con las células adyacentes. En la invasion local y

metastasis sucede una cascada que inicia con la invasion local, luego la
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extravasacion, por medio de vasos linfaticos y sanguineos cercanos al tumor,
luego esas células se escapan a la luz de los vasos en el parénquima de
tejidos distantes, formando asi pequefias lesiones que finalmente creceran
(42).

Detras de estas caracteristicas se encuentran dos procesos auxiliares
proporcionados por las células del entorno del tumor, como la inestabilidad
del genoma, que genera la diversidad genética y el segundo es la

inflamacion, que fomenta multiples funciones distintivas (34, 41, 42).

En el 2011 Hanahan y Weinberg, realizaron una nueva revision y con
el progreso conceptual en la ultima década, agregaron dos sellos distintivos
emergentes a esta lista: la reprogramacién del metabolismo energético y

evasion de la destruccion del sistema inmune.

La primera implica la capacidad de modificar, o reprogramar el
metabolismo celular para apoyar de manera mas efectiva la proliferacion
neoplasica. La segunda permite que las células cancerosas evadan la
destruccion inmunoldgica, en particular por los linfocitos T y B, los
macrofagos y las células asesinas naturales (42), como se ilustra en la

siguiente figura 3.
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Figura 3. Actuales sellos distintivos del cancer. Hallmarks of cancer: the next
generation. Fuente: Elaboracién propia. Adaptado de Hanahan y Weinberg, 2011:
668.

Ademas de las células cancerosas, los tumores exhiben otra
dimension de complejidad, ya que contienen un repertorio de células no
neoplasicas reclutadas. Estas contribuyen a la adquisicion de rasgos
distintivos mediante la creacidn del microambiente tumoral, revelando que la
biologia de los tumores no puede ser entendido simplemente enumerando
los rasgos propios de la célula de cancer. La aplicabilidad generalizada de
estos conceptos repercute cada vez mas el desarrollo de nuevas estrategias

para tratar el cancer (42).

La investigacion realizada durante las ultimas dos décadas ha
consolidado el concepto de que el desarrollo y la malignidad del tumor son
el resultado de procesos que involucran tanto a las células cancerosas como
a las células no cancerosas, que componen el tumor heterocelular. Un
ejemplo es el requisito de la neoangiogénesis para el crecimiento tumoral y,

por lo tanto, la contribucién de las células endoteliales vasculares (41).
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A inicios del aio 2022 se dio a conocer una nueva revision realizada
por Douglas Hanahan donde se incorpor6 dos nuevas caracteristicas
distintivas. La reconceptualizacidon del cancer requiere destilar su
complejidad debido a la gran diversidad genética, tisular y patolégica para
comprender los mecanismos del desarrollo del cancer, la formacion de

tumores malignos y sus distintas manifestaciones (43).

Estos dos nuevos parametros abarcan: el desbloqueo de la
plasticidad fenotipica y la reprogramacion epigenética no mutacional.
Ademas, la importancia de los microbiomas polimérficos y células
senescentes para el desarrollo y progresion de algunos tumores (43), estos

nuevos rasgos distintivos se incorporan en la figura 4.

Figura 4. Sellos distintivos emergentes propuestos y caracteristicas
habilitadoras. Fuente: Adaptado de Hanahan y Weinberg 2022: 32.
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Desbloquear la plasticidad fenotipica significa que las células
cancerosas provenientes de una célula normal estaban programadas para
diferenciarse en células especificas, pero esta nueva capacidad adquirida
hace que puedan revertir su curso al desdiferenciarse a estados celulares
parecidos a sus progenitoras. Este cortocircuito en el proceso mantiene las
células cancerosas en expansion en un estado similar al progenitor como se
lleva a cabo, por ejemplo, en las células de los carcinomas de colon en
estadios avanzados, que caracteristicamente expresan marcadores de

células madre en lugar de ser solamente células epiteliales (43).

Alternativamente, puede presentarse la transdiferenciacion, en la que
las células que inicialmente se comprometieron en una via de diferenciacién
van a cambiar a un programa de desarrollo completamente diferente,
adquiriendo rasgos especificos de tejido que no estaban predeterminadas.
Un ejemplo de esto es la célula acinar pancreatica que puede
transdiferenciarse en un fenotipo de célula ductal durante el inicio del

adenocarcinoma ductal pancreatico (43).

La reprogramacion epigenética no mutacional del genoma se
considera fundamental para la formacion, desarrollo y metastasis de
practicamente todos los tipos de cancer. Consiste en como las mutaciones
en los genes organizan, modulan y mantienen la arquitectura de la

cromatina, alterando asi la expresion génica de las células (43).

Es importante recordar que el microbiota corresponde a la variedad
de microorganismos que simbidticamente viven dentro del cuerpo humano y
que interactuan con este a través de la epidermis, la mucosa interna del
tracto gastrointestinal, del pulmén, el sistema urogenital, entre otros. Los
microbiomas polimorficos son ecosistemas compuestos por bacterias y
hongos residentes que ademas de beneficiar también pueden impactar la
salud y promover enfermedades como el cancer. Un ejemplo es la
mutagénesis que sufre el epitelio del colon como consecuencia de su
interaccion con toxinas producidas por bacterias que danan la integridad
genomica del ADN, afectando su replicacion y reparacion (43).
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Y por ultimo la senescencia celular se define como la accion de
detener la proliferacion de las células, se considera un mecanismo
complementario a la muerte celular programada y se lleva a cabo para
inactivar o eliminar células enfermas o disfuncionales. En algunos casos
estas células estimulan la progresion tumoral maligna contribuyendo de
varias maneras a la sefalizacion proliferativa, a la induccion de la
angiogénesis, evitando la apoptosis y estimulando la invasién y la metastasis
(43).

2.6 Glandula mamaria neoplasica

Los principales factores de riesgo para el desarrollo del CM son la
predisposicién genética y la exposicién a hormonas (35). Los tumores de la
glandula mamaria deben abordarse de manera integral, tomando en
consideracion las caracteristicas individuales de la paciente, el estadio, el
tamano y el estado de los ganglios linfaticos principalmente. Recientemente,
se ha propuesto que los cambios en las propiedades mecanicas,
especificamente la rigidez (stiffnes) del estroma tumoral, podria ser un
parametro importante de considerar y ha sido correlacionado con la
progresion de la enfermedad (44). Estos cambios se caracterizan por una
acumulacion anormal de depdsitos de MEC que progresivamente va

aumentando la rigidez del estroma (41).

Con el objetivo de ampliar la manifestaciéon clinica de la neoplasia
mamaria se puede mencionar la presencia de una masa palpable,
nodularidad difusa, es decir, sin una masa definida, pero sensible al tacto,
cambios en el tamafio y morfologia de la mama. Otros hallazgos menos
comunes son el hundimiento del pezén, retraccion, lesiones eccematosas,
irregularidades en el contorno, alteraciones en la piel como enrojecimiento,
ulceras, descamacion y secrecioén por el pezoén (23, 37). Alrededor del 5% de
todos los CM se relacionan con la mutacién de los genes del CM
autosomicos dominantes (BRCA1 y BRCA2), (36).
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2.6.1 Generalidades de la clasificacion de los tumores de la glandula

mamaria

La mayoria de los tumores malignos de mama son adenocarcinomas,
y estos a su vez se dividen en varios subtipos de acuerdo con el estado de
los receptores hormonales RE, RP (+/-), la amplificacién o sobreexpresion
de HER2/neu y el marcador de proliferacion Ki-67 (Cuadro 2). Estos subtipos

se detallan a continuacion (6, 11, 44).

Cuadro 2. Clasificacion de los tumores malignos de la glandula mamaria.

Luminal A RE y RP (+) (-) Bajo Bueno
Luminal B | REyRP (+) egr';i'ign Alto Bueno
HER2/neu | o0 | op () sl Alto Malo
positivo expresion
Triple REy RP () ) Alto De peor
negativo pronostico

Fuente: Elaboracién propia, 2022. Adaptado de Actualizacion del cancer de mama
en Atencion Primaria (11I/V). ELSEVIER. 2014; 40(8):460-472.

El subtipo luminal es positivo para receptores hormonales y negativo
para HER2/neu, representa el 50-65% de los casos y es la forma mas
frecuente de cancer de mama invasivo (CMI). Este se subdivide de acuerdo
con la tasa de proliferacidon, la cual es determinada mediante tincién
inmunohistoquimica para Ki-67. Cuando el porcentaje de reactividad sea
menor al 20%, segun las nuevas clasificaciones, el cancer se considera del
tipo luminal A, mientras que cuando este porcentaje es mayor al 20% este
se clasifica como luminal B. El subtipo luminal A representa el 40 al 55% de
todos los CMI, y es el mas comun en mujeres mayores de 65 afios y hombres
(11, 14). Estos pueden ser ductales infiltrantes o lobulillares (23). Produce
metastasis usualmente en hueso y tras un largo periodo. El tratamiento con
mejores resultados para las pacientes que presentan este subtipo son los

moduladores del RE, como tamoxifeno en mujeres premenopausicas, y los
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inhibidores de la aromatasa en pacientes posmenopausicas. Se asocian a
una mejor sobrevida general y mejor prondstico con respecto a recidivas (23,
45).

Los luminales B, por su parte, tienen un fenotipo mas agresivo que los
A y la supervivencia luego de una reincidencia es menor (1,6 afos).
También, se caracteriza por su alta tasa de proliferacion, expresion de RP
escasa o ausente y la posibilidad de ser positivo para HER2/neu. Este es el
tipo de carcinoma que mas se asocia a las mutaciones germinales del gen
BRCAZ2 y tiene una peor respuesta al tamoxifeno, pero buen prondstico de

respuesta a la quimioterapia (23, 37, 46).

El segundo grupo mas comun de CMI son los positivos para
HER2/neu (20% de los casos). Este es mas frecuente en mujeres jovenes
de raza no blanca. Caracteristicamente, presentan translocaciones
intercromosomicas complejas, amplificaciones del proto-oncogén HER2 en
el cromosoma 17 y alta carga mutacional. A menudo se presentan
metastasis viscerales y cerebrales, aun cuando los tumores primarios
pequeios se encuentran en estadios tempranos. Es de buen prondstico
gracias al tratamiento con Trastuzumab, el cual es un anticuerpo (Ac)

monoclonal humanizado que se une al HER2 y bloquea su actividad (36).

El tercer grupo de CMI son los triples negativos (15%), también
conocido como basal, y se distinguen por no expresar RE, RP y HER2. Es
frecuente en mujeres jovenes premenopausicas y afroamericanas e
hispanas (45, 47). Mayoritariamente esta relacionado con mutaciones de
BRCA1 (48). Es de mal prondstico cuando existe metastasis a distancia
(visceral), comunmente a cerebro y pulmdén en los 3 primeros afios
posteriores al diagndstico (49). En el caso de las recidivas, éstas aparecen
generalmente a los 5 anos siguientes al tratamiento, incluso luego de la
mastectomia (36, 48). La quimioterapia es la opcién de tratamiento mas
comun para pacientes con CM triple negativo. A pesar de su comportamiento
agresivo, aproximadamente del 30 al 40% de estas pacientes responden

muy bien cuando se les aplican neoadyuvantes (previo a la cirugia) y tienen
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tasas mas altas de supervivencia. Sin embargo, las pacientes que muestran
una evidencia de enfermedad residual luego de la quimioterapia con
neoadyuvantes son 6 veces mas propensas a la recurrencia y 20 veces mas
de morir por enfermedad metastasica (50). Los parametros clinico-
patolégicos de este subgrupo de CM, de manera general, consisten en
tamafnos tumorales grandes, suelen aparecer en edades tempranas,
multiples células apoptoticas, alto indice de proliferacion, células muy

indiferenciadas, necrosis central y con frecuente afectacion linfatica (23, 50).

Los CM triple negativos pueden dividirse en subtipos de acuerdo con
las diferencias en las respuestas clinicas y supervivencia luego de la terapia
con neoadyuvantes. Estos serian 2 tipos basales (BL1 y BL2), un
inmunomodulatorio (IM), uno tipo mesenquimal (M), mesenquimal madre o
mesenchymal stem-like (MSL) y el receptor de andrégeno luminal (LAR) (49).
El subtipo BL1 es caracterizado por un aumento del ciclo y dafio celulares,
el BL2 tiene un aumento en marcadores mioepiteliales. Ambos, My MSL,
comparten expresiones elevadas de genes involucrados en la transmision
epitelial-mesenquimal, pero solo el MSL presenta una disminucion de la

expresion de los genes encargados de la proliferacion (49).
2.7 Técnicas para el analisis de tejido de mama
2.7.1 Inmunohistoquimica (IHQ)

Este método inicio con el descubrimiento del profesor Albert H. Coons
en 1941, cuando se demostrd que era posible localizar antigenos en laminas
con tejidos usando anticuerpos contra Streptococcus pneumoniae, marcado
con fluorescencia y visualizado con luz ultravioleta (51). Hoy en dia, la IHQ
es aplicada para determinar la expresion de proteinas en el tejido que sirven
como biomarcadores para diagnosticos diferenciales, clasificacion de
tumores y analisis de algunas enfermedades como las infecciones. Los
protocolos presentan un sinnumero de variaciones y pueden hacerse de
manera manual o automatizada. Para llevar a cabo la técnica pueden
emplearse muestras quirdrgicas por escision abierta o biopsias por puncién

con aguja (52). Para los estudios de CM, esta ultima se ha posicionado como
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la muestra estandar, pues cumple con los requerimientos necesarios para
llevar a cabo analisis por IHQ, sin repercutir tanto en la cotidianidad de las y
los pacientes y reducir el tiempo de recuperacion (53). Uno de los parametros
cruciales, que puede repercutir enormemente en el éxito de la evaluacién
final, es la fijacion de los tejidos. Se recomienda el formol tamponado al 10%
y que el tiempo sea suficiente para que se garantice una buena perfusién en

toda la muestra (54).

2.7.2 Panel inmunohistoquimico para la clasificacion del cancer de

mama

Ki-67: la quimioterapia es un tratamiento estandar para el CM, pero
el esquema de tratamiento a seguir debe definirse correctamente. El Ki-67
es un biomarcador de proliferacion que juega un papel crucial en la
determinaciéon del abordaje quimioterapéutico a seguir en tumores solidos,
debido a que su expresion revela la proyeccion de la respuesta antes del
tratamiento (6). El Ki-67 es una proteina nuclear no histona que se expresa
en G1, S, G2 y M. Esta proteina es de las mas comunmente utilizadas en
IHQ como biomarcador de proliferacion y ha sido confirmado como un
parametro predictivo independiente y factor prondstico en el CM (50). La
sobreexpresion en CM esta asociada con un mal prondstico, pero es
predictivo de una buena respuesta a neoadyuvantes quimioterapéuticos. Se
considera que una prueba es positiva para Ki-67 si su expresion es mayor a

un 14% y negativa si es menor a dicho valor umbral (9).

HER-2/neu: La determinacion de la expresion de esta oncoproteina
es crucial para el manejo y pronostico del CM (45). Su expresion elevada
estd ligada a un periodo libre de la enfermedad menor, una progresién rapida
hacia la metastasis, la resistencia al tamoxifeno y la prediccién de respuesta
del Trastuzumab (53, 55, 56). EI método para interpretar la tincion de este
marcador se basa en una escala de 0 a 3+, donde 0 (negativo) corresponde
a ausencia de tincion, o a tincibn de membrana <10% en las células
tumorales (CT). 1+ (negativo) se asigna cuando la tincién de membrana es
levemente perceptible en mas del 10% de las CT. 2+ (débilmente positivo)
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corresponde a la observacion de tincion débil a moderada de membrana
completa en mas del 10% de las CT. En los casos 3+ (fuertemente positivo)
se puede observar una reaccién de tincion de las membranas fuerte es mas
del 30% de las CT (56).

Los receptores hormonales: El RE es una proteina dimérica de 65
kDa que se localiza usualmente en el nucleo celular, y pertenece a una clase
de proteinas trans-ejecutoras que estimulan la transcripcion al unirse a
elementos especificos del ADN (45). Cuando este receptor ha sido reportado
como disminuido en CM, se ha relacionado con la iniciacion o desarrollo de
la malignidad. Algunos estudios clinicos confirman que la pérdida o
disminucién de la expresion de RE esta asociada con una pobre

diferenciacion de las células del cancer y un peor prondstico (57).

El RP es activado por la hormona esteroidea, progesterona, y es
codificado por el gen PGR que esta en el cromosoma 11g22. El estado de
los receptores es critico para la terapia hormonal como tratamiento (45).
Estos marcadores son considerados positivos cuando mas del 1% de los
nucleos de las CT son inmunoreactivos. Al igual que todos los anticuerpos,
estas pruebas se invalidan si los controles positivos en la laminilla no

manifiestan inmunoreaccién (56).
2.7.3 Microscopia electrénica (ME)

El primer microscopio electrénico fue construido por los ingenieros
eléctricos Ernst Ruska y Max Knott en 1931. En sus inicios y hasta la década
de 1940 se utilizé para estudios bioldgicos, como definir el tamafio y la forma
de los virus y macromoléculas (58). Posteriormente, se incorporaron a la lista
de estudios gran cantidad de materiales. La ME sigue siendo una de las
técnicas mas utilizadas para el analisis de muestras bioldgicas, por la alta
resolucion (59), y es por esta razén que las biopsias de mama se pueden

analizar utilizando este tipo de técnica.

La ME en Costa Rica se inicia en los afios 70 con la donacién de un

microscopio por parte del Gobierno de Japdn, mediante la Agencia Japonesa
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de Cooperacion Internacional (JAICA), por sus siglas en inglés. A partir de
este precedente, se fundé la Unidad de Microscopia Electronica (UME) en la
Universidad de Costa Rica. En el 2001 se consolido como el Centro de
Investigacion en Estructuras Microscopicas (CIEMic), (62). Los convenios
cooperativos se mantuvieron por un lapso de 14 afos lo que cimento las
bases de la ME en nuestro pais (61). En la actualidad el CIEMic cuenta con
tres microscopios electronicos de transmision (MET) y dos de barrido (MEB).
Esta entidad realiza investigacion propia y brinda apoyo a diferentes
dependencias de la UCR, universidades estatales y del sector privado (57).
Los principales aportes de la ME en Costa Rica han sido en el area
biomédica, tanto en el diagnédstico histopatolégico de enfermedades como
en la identificacion de los agentes microbianos causantes de cuadros poco

comunes, especialmente aquellos de etiologia viral (60).

En un microscopio electronico la imagen es obtenida por un haz de
electrones emitido de un filamento de tungsteno (W), al calentarse mediante
un voltaje de aceleracion, que en la MET usualmente es de 100 Kilovoltios
(kV) y en la MEB es de unos 15 kV, y que lleva a la generacion de imagenes
distintas (60). Las diversas técnicas y protocolos para preparar muestras
bioldgicas y mas especificamente biomoleculares, para el estudio por MET,
han sido documentadas a fondo desde la década de 1950 hasta la actualidad
(58).

La MET ha sido una tecnologia importante en biologia celular (59).
Tiene una resolucion miles de veces mas alta que la de los microscopios de
luz clasicos (62). Su aplicacion implica obtener imagenes de secciones
delgadas embebidas en resinas especiales mediante el paso de un haz de
electrones a través de la muestra. Cuando el haz se absorbe y se disemina,
se produce una imagen de proyeccion bidimensional (2D) con detalles
estructurales finos que al final impactan en una pantalla fotosensible, donde
se convierten en destellos. Esta intensidad depende de su energia y forman
la imagen (60, 62, 63).

Usualmente sus imagenes son planas; no obstante, con algunas
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técnicas especiales se pueden obtener imagenes tridimensionales (60).
Desde la invencion de la MET, cada vez mas laboratorios en todo el mundo
contribuyen a los estudios de estructura macromolecular con esta técnica
(58). Simplemente, no hay forma de visualizar la complejidad de las células
y ver estructuras celulares sin MET (62). Esta técnica ha demostrado ser
valiosa en el analisis de los componentes celulares, incluidos el
citoesqueleto, los sistemas de membrana, los organulos y los cilios, asi como
las estructuras especializadas en células diferenciadas, como las

microvellosidades (62).

Algunos autores concluyen que la ME debe incluirse como una
herramienta diagndstica de rutina, por sus aportes ultraestructurales, pero
otros solo la consideran util para dilucidar casos con mayor complejidad,
porque es una técnica costosa y que consume mucho tiempo para obtener
resultados (64). A pesar de su poder, el uso de MET tiene limitaciones como
el uso obligatorio de células fijas y el potencial siempre presente de

artefactos producto de esa fijacion (62) entre otros factores.
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Capitulo lll. Marco metodolégico
3.1 Descripcion general de la estrategia metodologica

La estrategia general para responder el problema planteado es por
medio del disefo transversal descriptivo, debido a que se realizaron

descripciones de las técnicas diagnésticas (IHQ y MET).

Se realizd una descripcion de las caracteristicas morfologicas entre
los dos subtipos de carcinomas mamarios mas frecuentes (luminal A y
luminal B). Esto para estudiar las muestras por MET de manera
multidisciplinaria (entre patologia, histologia y bioquimica) y generar datos
que permitan refinar la clasificacién actual o ser parte de investigaciones

futuras.

En la primera fase, para la seleccién de las muestras se trabajo
interdisciplinariamente a lo interno del Hospital Dr. Maximiliano Peralta
Jiménez, de manera regulada por el Comité Etico Cientifico del Hospital, con
el protocolo de investigacion (HMPJ-CEC 001-2020) y con los permisos de
la direccién del centro médico y del servicio de Patologia. Este equipo
interdisciplinario incluyé a los médicos especialistas de los servicios de
Gineoncologia, Radiologia y Patologia. En la segunda etapa las muestras
seleccionadas se procesaron en el CIEMic de la Universidad de Costa Rica,
para la obtencién de imagenes de MET que fueron analizadas por el equipo

asesor y los sustentantes.
3.2 Descripcion metédica de cada experiencia investigativa
3.2.1 Tipo de estudio

La presente investigacion fue de tipo observacional descriptiva no
intervencionista. Se buscé medir y especificar caracteristicas, como las
dimensiones de los patrones ultraestructurales propios de ambos subtipos
de carcinoma mamario (tamafio nuclear, tamafio del nucléolo, relacién
nucleo- citoplasma y relacion tejido epitelial-estroma) para posteriormente

describirlas. Esta descripcibn es mas o menos profunda, aunque en
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cualquier caso se basa en la medicién de uno o mas atributos del fenémeno
de interés. Este estudio descriptivo analiza cdmo es el fendmeno, en este
caso el CM y como se manifiestan los componentes anteriormente

mencionados (6).
3.2.2 Poblacién de interés, objeto de estudio y unidad de analisis

Se establecieron con claridad las caracteristicas de la poblacién de
interés (mujeres mayores de 18 afios con CM), que fueron atendidas en los
distintos servicios del HMP, dentro del periodo de desarrollo del estudio. Esto
con el propdsito de definir los parametros de la muestra (65). El objeto de
estudio fueron las muestras provenientes de biopsias de tejido mamario
tomadas por la técnica de puncidn con aguja gruesa, procedimiento que
también se le conoce como frucut. Fue necesario delimitar la poblacion que

no cumplia con los objetivos del estudio (65).

3.2.3 Criterios de inclusion y exclusion

Dentro de los criterios de inclusion se consideraron los siguientes:

e Se incluyen los estudios de mujeres con CM atendidas en las
diferentes especialidades en el HMP, dentro del periodo de
desarrollo del TFG.

e La poblacion de donde provienen los datos y las muestras son
de usuarias que se les realiz6 la toma de biopsia por puncién

con aguja gruesa, ya fuera guiada o no por ultrasonido.

e Se incluyeron mujeres mayores de 18 afios y no se distinguio

raza, nivel cultural, estado socioecondmico ni profesion.

e Mujeres que presentaran alguno de los dos subtipos de CM

luminales y que las muestras fueran fijadas en glutaraldehido.
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Como criterios de exclusion se contemplaron los siguientes:
e Muestras de usuarias con discapacidades cognitivas.

e Muestras de usuarias cuya muestra (unidad de analisis), fue

insuficiente para realizar ambos estudios.
e Muestras de usuarias que fueron sometidas a quimioterapia.
3.2.4 Alcances del diseio propuesto

El analisis de las imagenes de IHQ fueron valoradas por un médico
especialista en anatomia patoldgica; el Dr. José Luis Quirés Alpizar con
amplia experiencia en caracterizacion morfolégica de los tumores, para
determinar si eran de tipo de células basales o luminales, asi como la
visualizacion del estado de los componentes celulares: nucleo, nucléolos,
membrana nuclear, membrana citoplasmatica, reticulos de las células
neoplasicas y otras caracteristicas del tejido conjuntivo, matriz extracelular,

fibroblastos u otros, mediante la técnica de la MET.

Para garantizar la confiabilidad y validez de las pruebas de IHQ y
MET, se siguieron con rigurosidad los protocolos previamente validados por
los centros donde se realizaron las pruebas, estos protocolos (Véase anexos
1, 2 y 3), se adjuntan en este TFG y se describen detalladamente en los
siguientes apartados. El uso de los controles negativos en las pruebas de
IHQ brindaron la consistencia a las mismas, minimizando el porcentaje de

error en la clasificaciéon tumoral.
3.2.5 Controles negativos

No es comun la utilizacion de controles negativos para IHQ en los
distintos servicios de patologia debido a que se optimizan los recursos y el
tiempo de preparaciéon de las laminillas, sin embargo, en esta investigacion
se consideran cruciales. Por lo tanto, se incluyd un control negativo ademas
del positivo en cada uno de los portaobjetos con el propésito de hacer control

de calidad de todos los procesos.
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Para el marcador HER2/neu se usdé una muestra de trompas de
Falopio; para los receptores hormonales una muestra de amigdala, control

ampliamente utilizado en IHQ y para el Ki-67 se utilizd6 una muestra de piel.

Los controles deben ser especimenes procedentes de autopsia o
biopsia fijados, procesados e incluidos de la misma forma que las muestras
de las usuarias. Los controles de tejido positivos indican si los tejidos se han
preparado correctamente y si se han utilizado las técnicas de tincion

oportunas (66).
3.3 Definicion y operacionalizacion de las variables de estudio

En el siguiente cuadro se incluye la descripcion de las variables, los

indicadores, la unidad de analisis y los tipos de instrumentos utilizados.
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Cuadro 3. Matriz de operacionalizacién de variables a partir de los objetivos
especificos.

Inmunomarcaje | Reaccion Laminas Técnica
+/- de RE. citoplasmatica, | inmunohisto- de IHQ.
1. Describir nuclear o de | quimicas del
mediante IHQ los Inmunomarcaje | membrana. HMPJ.
dos subtipos de +/- de RP.
carcinomas Controles
mamarios mas Inmunomarcaje | positivos
comunes de +/- de HER2. de los
acuerdo con la estudios.
expresion de los Inmunomarcaje
marcadores RE, | de Ki-67 mayor |Impregnacion
RP,HER2/neuyel | o menoral20% [del
Ki-67. cromdgeno
sin tincion de
fondo.
Caracteristicas Forma. Microfotografias | Técnica
2. Caracterizar los morfoldgicas de de los estudios | de MET.
dos subtipos de los tumores. Distribucion celulares en el
carcinomas celular. CIEMIc.
mamarios mas Estado de los
frecuentes componentes Diferencia de
mediante la MET celulares como, | tamafio entre
parala reticulos, células.
identificacion de | membrana
patrones pIasmética,
ultraestructurales | membrana
propios de cada nuclear Yy matriz
subtipo. extracelular.
3. Determinar si Datos de IHQ. Similitudes Datos obtenidos | Microscopia
los hallazgos Datos de MET. morfolégicas | de los estudios analisis y
Inmunohistoquimi- entre los de IHQ y de valoracién
cos y los patrones carcinomas MET. patoldgica.
ultraestructurales dela
se complementan glandula Sesiones
para el diagnéstico mamaria interdisciplina-
del carcinoma de analizados rias.
glandula mamaria. por MET e
IHQ.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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3.4 Definicion de los procedimientos de recolecciéon de informacién

Sobre los investigadores se dice que son los encargados de recolectar
los datos para obtener la informacion mediante diversos métodos o técnicas;
Ademas, tienen el reto de mimetizarse en el ambiente y adquirir la
comprensién del fenomeno estudiado (65). En este caso la recoleccion de la
informacion se realizé por medio de los denominados: Instrumentos de
recoleccion de informacion. En primer lugar, para determinar el subtipo de
CM se empled el instrumento llamado: “Hoja de recoleccion de datos
histopatoldgicos, carcinoma invasivo de mama” (Véase anexos del 4 al 8), y
fue en el Servicio de Patologia donde se llené con los datos necesarios. El
otro instrumento fue “Hoja de recoleccion de datos para Microscopia

Electronica de Transmision” (Véase anexos del 9 al 13).

Se consulté literatura para comprender los datos a profundidad e
incluso conocer los retos de otros estudios donde se emplean técnicas de

investigacion y de diagnaostico.

Para la organizacién de los datos se analizaron las imagenes para
distinguir los patrones ultraestructurales de ambos subtipos de carcinoma
como tamano nuclear, tamafo del nucléolo, relaciéon nucleo-citoplasma y

relacion tejido epitelial-estroma.
3.4.1 Muestreo

Se rastrearon 15 muestras de punciones con aguja gruesa de la
glandula mamaria en un periodo comprendido entre abril y setiembre del
2021 (Ver cuadro 4) y de esos casos se seleccionaron segun los criterios de
inclusion y exclusion, 4 casos a los que se les realizé la MET. Es importante
aclarar que no se alteré de ninguna manera el proceso diagnostico de la
biopsia, ni el tratamiento ni prondstico de las usuarias. En los casos en que
las muestras se registraron en el sistema, pero estaban a la espera de que
se determinara la clasificacion por IHQ, el analisis mediante esta técnica se

realizé segun el protocolo de analisis para IHQ que se detalla mas adelante.
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3.5 Definicion de los procesamientos y técnicas de analisis
3.5.1 Analisis para IHQ

Los bloques de parafina fueron cortados en un micrétomo con un
grosor de 4 micras, los cortes fueron recogidos en laminas electrocargadas
positivamente para facilitar su adherencia. Se colocé un control positivo y
otro negativo en cada una de las laminillas lo cual garantiza calidad,
confiabilidad y validez de la prueba de acuerdo con el anticuerpo que se le
aplicé (9). Para el proceso de desparafinado se utilizo xileno, seguidamente
se hidrataron con alcoholes en concentraciones decrecientes y luego se

lavaron en agua del tubo.

Se realizé una recuperacion de los epitopos de las muestras que
pueden afectarse por los pasos anteriores, como en la fijacidbn con
formaldehido. Para esto se sumergieron en un recuperador con pH alto (9.0)
o pH bajo (6.0), segun el protocolo, utilizando el equipo PT Link de la marca
Dako. En el caso del panel utilizado para el CM los receptores de estrégeno
y progesterona y el HER2/neu, se incubaron en pH alto y el Ki-67 en pH bajo.
Esta recuperacion llevo las muestras hasta los 97 °C aproximadamente, por
un tiempo estimado de 20 minutos y luego descendid la temperatura a 80

°C; este paso también puede hacerse en microondas en menor tiempo (55).

Las laminas se sometieron a un bloqueo de peroxidasa enddgena
(H202), en una solucion de 0.3%. Se dispensaron los anticuerpos primarios
correspondientes a cada prueba: receptor de estrogenos (Clona 1D5),
referencia IR657, receptor de progesterona (Clona PgR 636), referencia
IR068, Ki-67 (Clona MIB-1), referencia IR626 y C-erB-2/HER2/NEU (Clon
SP3), referencia MAD-000308QD-12, tomando las indicaciones brindadas
en los insertos propuestos por Dako (Véase anexos 14, 15, 16 y 17) y se

incubaron por un rango de hora y media.

Se realizaron lavados con el buffer especifico para este propésito y se
agrego el anticuerpo secundario, el cual se incubd por un periodo de 20

minutos a temperatura ambiente. Para la deteccion de las reacciones se uso
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diaminobencidina tetrahidrocloruro (DAB), cromodgeno color marron que
revela las uniones antigeno-anticuerpo, finalmente la tincion se contrasté con
hematoxilina, que tifie por afinidad los componentes acidos como los nucleos
(54, 55). Para estos procesos se utilizd el equipo AutoStainer 48, Agilent
Technologies, Glostrup, Dinamarca y los sistemas de visualizacion
correspondientes para HER2/neu, Ki-67 y los receptores hormonales (Véase
anexos 1 y 2). Las laminas se deshidrataron con alcoholes en
concentraciones de manera creciente y se aclararon en xileno. Se colocé un
cubreobjetos con un medio de montaje sobre cada lamina para poder ser

valorada por microscopia de luz (9, 55).

En la figura 5 se muestra el proceso general actual, que se realiza de

manera estandarizada en la técnica de IHQ.

Revelado
(DAB) y
contraste con
hematoxilina

Deshidratacion
y montaje

Figura 5. Proceso estandarizado de la técnica de inmunohistoquimica.
Fuente: Elaboracion propia, 2022.

Se tomaron las microfotografias digitales de las laminas con los
resultados inmunohistoquimicos para seleccionar los casos. Cuando estos
estaban debidamente caracterizados, se seleccionaron los mas aptos de
acuerdo con los niveles de positividad de los anticuerpos de cada uno de los
2 subtipos de CM (como se detalla en el diagrama de flujo de la pagina 46,
objetivo especifico 1, paso 8).

Se realizé una descripcidon anatomopatoldgica a nivel macroscoépico
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del espécimen, el cual no se debia fijar en formaldehido. Se tomaron las
muestras correspondientes para diagnostico y adicionalmente una muestra

se coloco en el fijador para MET (glutaraldehido al 4%).
3.5.2 Analisis para MET

Las muestras preservadas en fijador para MET en un tiempo menor a
los 90 dias fueron llevadas al CIEMic, las cuales fueron transportadas juntas
para su procesamiento. Esto se determiné por las fechas en que se realizd
la toma de las muestras. Los 4 casos, se procesaron para MET siguiendo el
protocolo establecido en el CIEMic: Preparacion de Muestras para MET
(Registro N°22), (Véase anexo 3). Especificamente, las muestras se fijaron
en glutaraldehido, que preserva la estructura celular, y se hizo una post-
fijacion en tetroxido de osmio (OsOas), que reacciona fuertemente con los
lipidos de membrana (62, 67, 68). Debido a la excepcional resolucion del
MET, la calidad de la fijacion, es decir, el grado de conservacién de la
estructura subcelular, debe ser la mejor que se pueda lograr (67) por ello, se
requiere que todo el proceso se lleve a cabo con los cuidados que amerita la
manipulacion de una muestra muy pequefia para evitar alterar su estructura.
Después las muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de
un disolvente, como la acetona, que tiene la capacidad de extraer el agua

celular y sirvio como solvente para la resina de incrustacion (62).

Las 4 muestras se diseccionaron en 3 partes cada una y se
incluyeron en resina Epoxy, dicho numero de bloques dependi6 de la
cantidad de la muestra. Para este estudio se usaron desde 1 hasta los 3
bloques de material en algunos casos. Los bloques de resina se resguardan
en un banco de tejidos que se ubica en el Laboratorio de histologia del HMP,
dicha area cumple con las condiciones (temperatura, luz y humedad) que
garantizan la preservacion de la calidad de las muestras para investigaciones

posteriores.

Anterior a la obtencion de las secciones ultrafinas, se seleccionaron
los bloques con el espécimen que presentaba mayor area de tejido, estas

secciones eran mas gruesas, es decir, semifinas (entre 0.1 ym a 2 ym) (69).
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De esta manera se permitié la identificacion de las regiones celulares de
interés para la investigacion. Estas secciones semifinas se tifieron con azul
de toluidina como coloracién de rutina, permitiendo asi su visualizacion. Las
regiones de interés se identificaron en un microscopio de luz (69). En las
siguientes figuras se observan los cortes semifinos de dos secciones
distintas, una con caracteristicas ideales para el estudio de MET (Figura 6)

y otro que no aplico para la investigacion (Figura 7).

v

Figura 6. Bloque elegible para analisis por MET. El corte semifino presenta
trabéculas (flechas rojas) y nidos de células neoplasicas infiltrantes
(flechas amarillas). Los nucleos estan aumentados de tamafo y los
nucléolos son prominentes. Hay escaso citoplasma y escasa formacién de
lumenes. Aumento 4X.
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Figura 7. Corte semifino descartado para analisis por MET. La glandula se
encuentra dilatada, el estroma es poco celular. Las células inflamatorias
se encuentran dispersas. Aumento 4X.

En la figura 6, se evidenciaron glandulas neoplasicas con lumenes
visibles y se logro identificar el estroma alrededor. La figura 7 presenté solo
estroma sin células neoplasicas evidentes. De esta manera se definieron los
criterios para determinar cuales bloques resultaron adecuados y cuales se
descartaron para realizar el seccionamiento de cortes ultrafinos. Estos cortes

son sumamente importantes para poder definir el area de estudio.

Para la microtomia, se cortaron secciones ultradelgadas (60-80 nm)
del bloque de resina en un ultramicrétomo Power XL, RMC Products,
Chennai, India. El ultimo paso antes de la obtencién de las imagenes fue la
tincion post-exposicién con acetato de uranilo (UO2(CH3COQ)2.2H20),
seguido de citrato de plomo C12H10Pb3O14, para mejorar el contraste (60).
Posteriormente se procesd por medio del microscopio electrénico Hitachi
HT7100, Tokio, Japon y se efectud una descripcidon de la morfologia celular
de variantes como: tamafio nuclear, membrana nuclear, presencia y tamafio

del nucléolo, relacién nucleo-citoplasma.
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En la figura 8 se muestra el proceso general que se realiza en la
técnica de MET. Algunos datos recopilados con el microscopio electrénico
de transmisién fueron: la distribucion de las células neoplasicas, condiciones

del estroma, tamafos y formas nucleares, presencia de nucléolos, entre

otras.

Ultramicrotomia

Figura 8. Proceso general de la técnica de microscopia electrénica de
transmision. Fuente: Elaboracion propia, 2022.

Al final se preservaron los bloques de parafina, las laminas
histologicas de la IHQ y las microfotografias de ambas técnicas para futuras
investigaciones en una vitrina de almacenamiento en el laboratorio de
histologia del HMP que cumple con las condiciones 6ptimas de preservacion
tomando en cuenta las condiciones de luz, temperatura y humedad. En el
siguiente diagrama de flujo (figura 9) se ilustra la metodologia que se sigui6
de acuerdo con los objetivos planteados.
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3.6 Consideraciones éticas

Las muestras fueron anonimizadas para garantizar la confidencialidad,
al ser una investigacion observacional descriptiva, no intervencionista, se
decidio tanto por los sustentantes como por el comité asesor, prescindir del
uso del consentimiento informado, debido a que no corresponde a una
investigacion biomédica, esto fue aceptado por el comité ético en su
documento de aprobacion CEC-HMPJ 001-2020 y por el CEC-UCR en el
CEC-453-2021. Los datos fueron analizados, suministrados y supervisados
por la jefatura del departamento o su representante durante la consulta del
sistema interno de informacion, de esta manera se resguardd la
confidencialidad (ver diagrama de flujo pagina 46, objetivo especifico 1, paso
7).

Tanto los sustentantes como el equipo asesor solo tuvieron acceso a
los datos referentes al diagndéstico patolégico (subtipo de CM). Para interés
del TFG no se extrajeron datos de las usuarias, como el nombre, apellidos,
direccién de residencia ni médicos tratantes. Respecto a la muestra (unidad
de analisis), no se solicitaron autorizaciones ya que se considera material de
archivo y la realizacién de los estudios de MET no afecté de ninguna manera

el proceso de diagnéstico de las pacientes, ni su tratamiento o prondéstico.

El bienestar y la dignidad de las usuarias son aspectos muy
importantes y siempre presentes en el pensamiento y el actuar de todos los
colaboradores de esta investigacion. Los principios de la ética fueron los
encargados de garantizar el respeto hacia las usuarias y sus muestras, la
beneficencia sobre el valor que tiene el nuevo conocimiento sobre el CM y la
busqueda de diagndsticos mas precisos, ademas de la no maleficencia al
reducir al maximo los riesgos. Por lo tanto, los riesgos potenciales para las
usuarias duenas de las muestras de tejido tumoral mamario fueron nulos ya
que no existié la posibilidad de dafios psicolégicos, sociales, econémicos y

fisicos.

El comité asesor y los sustentantes garantizaron la confidencialidad,

respeto y resguardo de los datos, la privacidad y la anonimizacion de las
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participantes, durante y después de la realizacion de la investigacion, asi
mismo tanto al CEC-HMPJ como al CEC-UCR se les entregaron los
respectivos informes trimestrales: Formulario INF-1, “Informe de avance
trimestral de Investigacion Biomédica Observacional” y el “Formulario para el
reporte trimestral de investigaciones biomédicas”, respectivamente, esto con
el objetivo de cumplir con las disposiciones de la Ley Reguladora de

Investigacion Biomeédica N° 9234.
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Capitulo IV. Resultados

A continuacion, se presentan los hallazgos recopilados durante la
observacion de los dos subtipos de carcinoma mamario mas frecuentes
mediante inmunohistoquimica (IHQ) y microscopia electrénica de transmision
(MET). Primero se detalla el muestreo y los casos seleccionados, luego se
describen los hallazgos inmunohistoquimicos, seguidos de las estructuras
identificadas en las microfotografias de microscopia electronica de
transmision, discusion de resultados, dos apartados que, si bien no responden
de manera directa a los objetivos de este TFG, pero que se consideraron que
pueden ser de valor para futuras investigaciones (otros hallazgos y artefactos)

y finalmente las conclusiones y recomendaciones.

4.1 Hallazgos histolégicos e inmunohistoquimicos

A cada caso en estudio se le asigné un cédigo alfanumérico con dos
propdsitos principales, uno para su anonimizacién y por otro lado para su
descripcion histolégica y posteriormente de microscopia electrénica de

transmision.

En el cuadro 4 se indican las muestras tomadas para utilizar en la
investigacion. Cada letra del alfabeto corresponde a la fecha de la toma de la
biopsia y el numero el orden en que se recibieron los cilindros de tejido
mamario ese dia. El diagnostico permitid posteriormente seleccionar los

casos aptos para el estudio, estos se detallan en el cuadro 5.

Cuadro 4. Muestras incluidas en el estudio y su diagnéstico histoldgico.

Cadigo Diagnéstico
A1 Luminal A
A2 Adenosis
A3 Fibroadenoma
Ad Adenosis
B1 Fibroadenoma
C1 Luminal A
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D1 Adenosis

D2 Adenosis

E1 Fibroadenoma

E2 Luminal B

F1 Luminal B

G1 Luminal B

G2 Luminal B

H1 Luminal B

" Cambios fibroadenomatoides

Fuente: Elaboracién propia, 2022.

El cuadro 5 indica el codigo asignado y el subtipo histoldégico como
resultado de su descripcion y clasificacion histologica, a estos casos se les
realizé la IHQ y la MET. Su seleccion obedece a los criterios de inclusion y
exclusion del TFG. Ademas, se suma el factor del tiempo porque muestras
que superan los 3 meses de fijacion en glutaraldehido no son aptas para MET,
este fue el caso de la muestra A1 lo que generd que se seleccionaran un caso

de Luminal Ay 3 Luminales B.

Cuadro 5. Subclasificacion histolégica de los casos seleccionados para MET.

Caso Caédigo Subtipo
1 C1 Luminal A
2 F1 Luminal B
3 G2 Luminal B
4 H1 Luminal B

Fuente: Elaboracion propia, 2022.

Para la clasificacion del subtipo histolégico y, por consiguiente, del

diagndstico anatomopatoldgico, se deben tomar en cuenta varios criterios
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(Cuadro 6), como lateralidad, grado histolégico de acuerdo con la clasificacion
de Nottingham, la focalidad del tumor o si hay o no necrosis o
microcalcificaciones dependera de las caracteristicas biolégicas propias de
cada tumor. Estos son aspectos importantes de evaluar para determinar la

ruta terapéutica.

Cuadro 6. Criterios diagndsticos del carcinoma invasivo de mama.

Caso C1 F1 G2 H1
Lateralidad Derecha Izquierda Derecha Derecha
Grado histolégico Bien Bien Poco Poco

diferenciado diferenciado diferenciado diferenciado
(1) (1) (2) 2)
Necrosis No Ausente Ausente Ausente
identificada
Micro- Presente No No No
identificadas identificadas identificadas

Calcificaciones

Invasion No se No se No se Presente
linfovascular identifica identifica identifica

Fuente: Elaboracion propia, 2022.

Con la finalidad de promover una mejor comprensién antes del analisis,
se elabor6 una descripcion histolégica de las laminas con la tincién de rutina
Hematoxilina y Eosina (H&E) y de los anticuerpos de cada uno de los 4 casos.
Este apartado es de gran valor tanto para personas relacionadas con
patologia, como para profesionales de otras ramas de la ciencia con interés

en aprender sobre morfologia y fisiologia celular.
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4.1.1 Caso C1

Luminal A: en el primer caso en estudio se observaron 6 cilindros de
tejido infiltrados por una neoplasia maligna, la cual se caracterizé por formar
algunos tubulos con lumenes visibles. Ademas, formaba trabéculas gruesas
(de 4 a 5 células de espesor) y nidos. El estroma presentdé desmoplasia. Los
nucleos eran redondos, hipercromaticos de aproximadamente 14 ym con
pleomorfismo leve. No se observaron nucléolos. El citoplasma era
relativamente amplio, anfofilico. Las figuras mitéticas eran escasas, no se
observaron linfocitos intratumorales (1%) y no presentd necrosis ni
microcalcificaciones (figura 10). La invasion angiolinfatica y perineural fueron

indeterminadas.

Figura 10. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), tefido con la tincion H&E, de un carcinoma
ductal bien diferenciado. Aumento 4X.

En la figura 10 se observo un cilindro de tejido mamario totalmente
infiltrado por un carcinoma de mama que formaba glandulas con lumenes
irregulares, trabéculas y nidos. También presentd infiltracion del tejido

adiposo.
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Figura 11. Microfotografia de un corte histologico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (trucut), tefiido con la tincion H&E de un carcinoma
ductal bien diferenciado. Aumento 10X.

En la figura 11 se observo un carcinoma con diferenciacion glandular

con lumenes visibles y glandulas irregulares en un estroma desmoplasico.

Figura 12. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (trucut), tefiido con la tincion H&E de un carcinoma
ductal bien diferenciado. Aumento 20X.

En la figura 12 se observé un carcinoma de mama bien diferenciado
que formaba glandulas con lumenes visibles, tenia algunas trabéculas

infiltrantes en un estroma desmoplasico.
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Figura 13. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (trucut), tefiido con la tincion H&E de un carcinoma
ductal bien diferenciado. Aumento 40X.

En la figura 13 se observé un carcinoma de mama con glandulas
irregulares formadas por células con escaso citoplasma y mal definido; los
nucleos eran en su mayoria redondos con pleomorfismo leve y los nucléolos
inconspicuos. No se observaron figuras de mitosis, sin embargo, habia

presencia de microcalcificaciones (sefaladas con flechas).

Figura 14. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma ductal bien
diferenciado, tefiido con el Anticuerpo HER2/neu empleando la técnica de
Inmunohistoquimica. Aumento 20X.
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En la figura 14, las células neoplasicas se organizaban formando
glandulas irregulares, algunas se fusionaban y otras formaban trabéculas
infiltrantes. El anticuerpo empleado tiid las membranas celulares de las
células neoplasicas con un nivel de intensidad intermedio (2+) en el 95% de

las células.

Figura 15. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma ductal bien
diferenciado, tefido con el Anticuerpo Ki-67 empleando la técnica de
Inmunohistoquimica. Aumento 20X.

En la figura 15 se observaron glandulas neoplasicas irregulares
dispersas, en las cuales se tifieron los nucleos en el 10% de las células

neoplasicas de forma intensa (3+).
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Figura 16. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma ductal bien
diferenciado, tefido con el Anticuerpo Receptor de Estrégenos (RE), empleando
la técnica de Inmunohistoquimica. Aumento 20X.

En la figura 16 se observaron algunas glandulas neoplasicas y
trabéculas infiltrantes (obsérvese las flechas), cuyas células presentaban
tincion nuclear intensa (3+) en el 100% de los nucleos.

Figura 17. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma ductal bien
diferenciado, tenido con el Anticuerpo Receptor de Progesterona (RP),
empleando la técnica de Inmunohistoquimica. Aumento 20X.

En la figura 17 se observaron algunas glandulas neoplasicas y
trabéculas infiltrantes cuyas células presentaron tincion nuclear intensa (3+)

en el 100% de los nucleos.
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4.1.2 Caso F1

Luminal B: en el segundo caso en estudio se observaron 3 cilindros de
tejido estromal y adiposo que presentaba infiltracion neoplasica que formaba
pequefios nidos y trabéculas de 1 o 2 células de grosor. Los nucleos eran
redondos, regulares con nucléolos inconspicuos. El citoplasma era claro o
eosinofilico relativamente amplio, a veces se observaron las membranas
nucleares. Las mitosis eran escasas. En el tejido graso las células tumorales
infiltraban formando pequefios nidos. En el estroma el colageno era rosado
desmoplasico. Con trabéculas de 2 o 3 células de espesor y en otras ocasiones

con formacion de filas indias.

N

Figura 18. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), que presenta un carcinoma tefido con la
tincion H&E. Aumento 4X.

En la figura 18 se observo un cilindro de tejido mamario que presentaba
un cancer de mama aproximadamente en un 30% de la muestra. También se
identificé tejido adiposo en un 30% de la muestra con infiltracion tumoral

(flecha). El otro 30% de la muestra era tejido conectivo de aspecto fibroso.
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Figura 19. Microfotografia de un corte histologico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), que presenta un carcinoma tefiido con la
tincion H&E. Aumento 10X.

En la figura 19 se observd un carcinoma de mama que formaba
principalmente nidos y algunas trabéculas infiltrantes que se proyectaban

hacia el tejido adiposo.

Figura 20. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), que presenta un carcinoma tefido con la
tincion H&E. Aumento 20X.

En la figura 20 se observo tejido adiposo infiltrado ampliamente por un

carcinoma que formaba principalmente nidos.
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Figura 21. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), que presenta un carcinoma tefido con la
tincion H&E. Aumento 40X.

En la figura 21 se observaron trabéculas de neoplasia maligna (flecha),
infiltrando el tejido conectivo. Los nucleos eran hipercromaticos con nucléolos

inconspicuos con pleomorfismo de leve a moderado. El citoplasma era visible.

Figura 22. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), que presenta un carcinoma tefido con el
Anticuerpo HER2/neu empleando la técnica de Inmunohistoquimica. Aumento
20X.

En la figura 22 las células neoplasicas se organizaban formando nidos

y algunas trabéculas, presento tincion de membrana incompleta y débil (1+).
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Figura 23. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma de mama
tenido con el Anticuerpo Ki-67 empleando la técnica de Inmunohistoquimica.
Aumento 20X.

En la figura 23 se observé un carcinoma de mama con 20% de los

nucleos con tinciéon positiva fuerte (3+).

Figura 24. Microfotografia de un corte histoldgico de un carcinoma de mama,
tefiido con el Anticuerpo Receptor de estrogenos (RE), empleando la técnica de
Inmunohistoquimica. Aumento 20X.

En la figura 24 las células neoplasicas presentaron tincion positiva

nuclear en el 100% (3+) para el receptor de estrogenos.
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Figura 25. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma de mama,
tefido con el Anticuerpo Receptor de Progesterona (RP), empleando la técnica
de Inmunohistoquimica. Aumento 20X.

En la figura 25 se observaron algunas células con tincién nuclear de

moderada a intensa (2+/3+) en el 80% de los nucleos.
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4.1.3 Caso G2

Luminal B: en el caso numero 3 se observaron 3 cilindros de tejido estromal
y adiposo que presentaban infiltracion neoplasica que formaba pequefios nidos
y trabéculas de una o dos células de grosor. En todos habia presencia de tumor.
Los nucleos eran redondos, regulares con nucléolos inconspicuos. El citoplasma
era visible, claro o eosinofilico relativamente amplio, a veces se logré observar
las membranas nucleares. En la grasa las células tumorales infiltraban formando
pequenos nidos. En el estroma el colageno era rosado, con trabéculas de 2 0 3

células de espesor y en otras ocasiones con formacion de filas indias.

También se identificaron zonas de esclerosis y de tejido adiposo con
infiltracion neoplasica. Linfocitos intratumorales presentes formaban 2
agrupaciones. Las células neoplasicas presentaban nucleos monotonos,

pleomorfismo leve y escasas mitosis.

Figura 26. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), que presenta un carcinoma ductal tefido con la
tincion H&E. Aumento 4X.

En la figura 26 se observé un cilindro de tejido mamario totalmente
infiltrado por un carcinoma ductal de mama que formaba glandulas con

lumenes irregulares. El tejido conjuntivo presentaba desmoplasia.
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Figura 27. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), que presenta un carcinoma ductal tefiido con la
tincion H&E. Aumento 10X.

En la figura 27 se observd un carcinoma de mama infiltrante que
formaba glandulas irregulares con lumenes visibles, dispersas, tapizadas por
nucleos en su mayoria redondos hipercromaticos. En el estroma se identifico

desmoplasia de tipo fibrosa (flecha).

Figura 28. Microfotografia de un corte histoldgico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), que presenta un carcinoma ductal tefiido con la
tincion H&E. Aumento 20X.

En la figura 28 se observd un carcinoma de mama infiltrante con la

misma descripcion de la imagen 27, pero a un mayor aumento, en 20X.
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Figura 29. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (trucut), que presenta un carcinoma ductal tefido con
la tincién H&E. Aumento 40X.

En la figura 29 se observaron 4 glandulas neoplasicas revestidas por
nucleos redondos u ovales, hipercromaticos con nucléolos inconspicuos y una
figura de mitosis (flecha roja). El estroma presentaba desmoplasia con

fibroblastos alargados (flecha amarilla).

Figura 30. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (trucut), que presenta un carcinoma tefido con el
Anticuerpo HER2/neu empleando la técnica de Inmunohistoquimica. Aumento
20X.

En la figura 30 se observaron glandulas neoplasicas y trabéculas

pequeias que presentaban células con tincibn de membrana completa e
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intensa (3+) en el 100% de las células.

Figura 31. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma de mama
tefido con el Anticuerpo Ki-67 empleando la técnica de Inmunohistoquimica.
Aumento 20X.

En la figura 31 se observaron glandulas neoplasicas irregulares
dispersas en las cuales se tifieron los nucleos en menos de un 10% de las

células neoplasicas de forma intensa (3+).

Figura 32. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma de mama,
tefido con el Anticuerpo Receptor de estrégenos (RE), empleando la técnica de
Inmunohistoquimica. Aumento 20X.

En la figura 32 se observaron algunas glandulas neoplasicas cuyas

65



células presentaron tincién nuclear intensa (3+) en el 90% de las células.

Figura 33. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma de mama,
tefido con el Anticuerpo Receptor de progesterona (RP), empleando la técnica
de Inmunohistoquimica. Aumento 20X.

En la figura 33 se observaron algunas glandulas neoplasicas cuyas

células no presentaron tincidn para el anticuerpo de progesterona.
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4.1.4 Caso H1

Luminal B: en el estudio numero 4, en las figuras 34, 35, 36 y 37 se
identificaron 2 cilindros de tejido los cuales presentaron infiltracién por
neoplasia maligna. Esta se caracterizé por formar principalmente trabéculas
de células infiltrantes y nidos. Los nucleos estaban aumentados de tamano y
presentd pleomorfismo moderado. Median aproximadamente 42 um. Los
nucléolos estaban aumentados de tamafio y la mayoria de ellos eran rojizos
y centrales. Se identificaron células neoplasicas sueltas. La formacion de
lumenes y el citoplasma eran escasos. El estroma presentaba desmoplasia.
También se identificaron pocas células mononucleares inflamatorias. Las
figuras mitoticas eran escasas, no se observé necrosis ni hubo presencia de

tejido mamario normal ni tejido adiposo.

Figura 34. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (trucut), tefiido con la tinciéon H&E en un carcinoma.
Aumento 4X.

En la figura 34 se observd un cilindro de tejido mamario totalmente
infiltrado por un carcinoma de mama que formaba cordones, trabéculas y

algunos nidos con bandas de fibrosis.
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Figura 35. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (frucut), tenido con la tincién H&E en un carcinoma.
Aumento 10X.

En la figura 35 se identific6 un carcinoma de mama que infiltraba
formando trabéculas con desmoplasia (flecha) a su alrededor. En el margen

inferior habia un cumulo de linfocitos.

N

Figura 36. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (trucut), tefiido con la tincion H&E en un carcinoma.
Aumento 20X.

En la figura 36 se observd un cancer de mama que formaba

principalmente trabéculas infiltrantes (flecha) con desmoplasia a su alrededor.
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Figura 37. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa (trucut), tefnido con la tincién H&E en un carcinoma.
Aumento 40X.

En la figura 37 se observaron trabéculas infiltrantes formadas por
nucleos aumentados de tamafio con nucléolo conspicuo, pleomorfismo
moderado-severo, escaso citoplasma, no se observaron mitosis, inmersas en

un estroma desmoplasico. Se observo invasion vascular.

Figura 38. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria de
una biopsia por aguja gruesa (frucut), que presenta un carcinoma tefiido con
el Anticuerpo HER2/neu empleando la técnica de Inmunohistoquimica.
Aumento 20X.

En la figura 38 se observaron nidos y trabéculas, cuyas células
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mostraron tincion de membrana incompleta en un 10% y débil negativo

(0).

Figura 39. Microfotografia de un corte histolégico de un carcinoma de mama
tefido con el Anticuerpo Ki-67 empleando la técnica de Inmunohistoquimica.
Aumento 20X.

En la figura 39 se observaron algunas glandulas neoplasicas
irregulares dispersas, en las cuales se tifieron los nucleos en el 90% de las

células neoplasicas de forma intensa (3+).

Figura 40. Microfotografia de un corte histoldgico de un carcinoma de mama,
tefido con el Anticuerpo Receptor de estrégenos (RE), empleando la técnica de
Inmunohistoquimica. Aumento 20X.
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En la figura 40 se observaron nidos y trabéculas de neoplasia maligna

con tincién nuclear positiva en el 95% de las células (3+).

Figura 41. Microfotografia de un corte histologico de glandula mamaria de una
biopsia por aguja gruesa, tefiido con la técnica de Inmunohistoquimica con el
anticuerpo Receptor de progesterona (RP), en un carcinoma. Aumento 20X.

En la figura 41 se observaron nidos y trabéculas de neoplasia maligna

con tincion nuclear positiva en el 95% de las células (3+).

Las estructuras que se identificaron en los estudios histolégicos de
H&E vy los hallazgos inmunohistoquimicos de los cuatro casos estudiados, se

resumen en el cuadro 7:
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Cuadro 7. Resumen de las estructuras histolégicas y los hallazgos
inmunohistoquimicos identificados en los cuatro casos.

: Redondos Redondos, Redondos, Aumentados de
Nucleos hipercromaticos regulares, regulares tamano,
hipercromaticos hipercromaticos pleomorfismo
moderado
Nucléolos Inconspicuos Inconspicuos inconspicuos Aumentados de
tamano, rojizos
Citoplasma Anfofilico Claro, eosinofilico | Claro, eosinofilico Escaso
Mitosis Escasas/nulas Escasas Presente Escasas
Tabulos o Si Siy con filas Si Si
Glandulas indias
Trabéculas Si Si Si Si
Nidos Si Si Si Si
Con desmoplasia Rosado, Rosado Desmoplasico
Estroma desmoplasico de | desmoplasico de
tipo fibroso tipo fibroso con
fibroblastos
alargados
Linfocitos 1% 1% 1% 1%
intratumorales
Necrosis Ausente Ausente 1% Ausente
Micro- Presente Ausente Ausente Ausente
Calcificaciones
Infiltracion del Si Si No No

tejido adiposo

Her-2/neu Intensidad 2+ Intensidad débil Intensidad 3+, Intensidad débil,
95% 1+, tincion tincion completa tincion
incompleta 100% incompleta
Ki-67 Intensidad 3+ Intensidad 3+ Intensidad 3+ Intensidad 3+
10% 20% 10% 90%
RE Intensidad 3+ Intensidad 3+ Intensidad 3+ Intensidad 3+
100% de los 100% de los 90% de las 95% de las
nucleos nucleos células células
RP Intensidad 3+ Intensidad Intensidad nula Intensidad 3+
100% de los “moderada a 0% 95% de las
nucleos intensa 2+/3+ células
80% de los
nucleos
FISH Negativo No requirié No requirié No requirié

Fuente: Elaboracion propia, 2022.
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4.2 Hallazgos ultraestructurales de la microscopia electrénica de

transmision

Se realizaron 3 sesiones de visualizacion en el CIEMic con la camara
digital del Microscopio Electronico de Transmision Hitachi, modelo H-7000 donde
se generaron 72 fotografias, los numeros de caso presentan una letra mas para
especificar a cual de las 3 muestras por caso corresponden (ver cuadro 8). Se
decidi6 dedicar mas tiempo a los casos C1C y G2A porque fueron los que mas
células neoplasicas tenian en los cortes semifinos. Ademas, para tener
representacion de los dos subtipos luminales. Estas incluyeron imagenes de
células epiteliales neoplasicas, fibroblastos y células inflamatorias como otros
hallazgos no contemplados en la investigacion, pero que igual cumplieron un
papel importante en el desarrollo de la patologia y por eso se describen mas
adelante. Se apreciaron los componentes celulares como nucleos, nucléolos,

membranas, citoplasma, fibras de colageno, entre otras.

Cuadro 8. Cantidad de imagenes tomadas en MET por caso.

Magnificacion 200X a 2000X a 3000X a 4000X a 7000X a 10000X a Total
1000X 2500X 3500X 6000X 9000X 17000X

Caso

ci1cC 0 1 15 4 2 0 22

F1B 0 1 3 4 2 0 10

G2A 5 8 7 2 4 4 30

H1A 0 0 6 1 2 1 10
TOTAL 72

Fuente: Elaboracion propia, 2022.
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4.2.1 Caso C1, Luminal A

Figura 42. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electronica de Transmision. Aumento 3000X.

En la figura 42 se observé fibrosis y abundantes fibras de colageno.
Estas estructuras para efectos de la investigacion no brindaron informacion
relevante porque no hay celularidad. Ademas, se logré observar varios

artefactos provocados durante la visualizacion en el microscopio electrénico.

~

Figura 43. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electrénica de Transmision. Aumento 3500X.

En la figura 43 se logré identificar una célula, su membrana (flecha roja)
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y un nucleo alargado e irregular (flecha amarilla) rodeado de citoplasma.

Figura 44. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electronica de Transmisién. Aumento 3500X.

En la figura 44 se observd una célula con un nucleo sumamente

irregular (flecha), caracteristica esperable en una célula neoplasica.

Figura 45. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electrénica de Transmision. Aumento 3000X.

En la figura 45 se observaron 3 nucleos de células (flechas amarillas)
los cuales eran alargados e irregulares, ademas, el citoplasma de las células

(flechas rojas).
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4.2.2 Caso F1, Luminal B

Figura 46. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electrénica de Transmision. Aumento 3000X.

En la figura 46 se identifico un grupo de células que presentaban

pleomorfismo nuclear y un citoplasma escaso.

Figura 47. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electronica de Transmisién. Aumento 3000X.

En la figura 47 se observé miofibrillas en corte horizontal y transversal.

Ademas, se identificd una zona sin celularidad.
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Figura 48. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electrénica de Transmision. Aumento 4000X.

En la figura 48 se identificaron miofibrillas dispuestas en corte

horizontal y transversal. No se identificaron células.
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4.2.3 Caso G2, Luminal B

Figura 49. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electronica de Transmision. Aumento 2000X.

En la figura 49 se observo ultraestructuralmente un fibroblasto con un
nucleo alargado (véase la fecha), rodeado de citoplasma y sin membrana
basal. También habia abundantes fibras de colageno alrededor con cortes

transversales y horizontales.

Figura 50. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electrénica de Transmision. Aumento 3000X.

En la figura 50 se observé una célula neoplasica con un nucleo irregular
con varias invaginaciones (flecha), que estaba rodeado de citoplasma y sin

membrana basal.
78



Figura 51. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electrénica de Transmision. Aumento 9000X.

En la figura 51 con mayor magnificacion de la fotografia anterior, se
detall6 una estructura que se sugiere era un ribosoma con reticulos

endoplasmaticos a su alrededor.

Figura 52. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electronica de Transmisién. Aumento 3000X.

En la figura 52 se observé una célula neoplasica con borde celular, su
nucleo era irregular (flecha roja) y se logré apreciar el nucléolo (flecha

amarilla)
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Figura 53. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electronica de Transmision. Aumento 3000X.

En la figura 53 con una mayor magnificacién de la fotografia anterior,
se aprecio con detalle el borde celular.

Figura 54. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electronica de Transmision. Aumento 1000X.

En la figura 54 se observd una célula neoplasica que presentaba un
nucleo gigante (flecha roja) y un nucléolo (flecha amarilla). La célula vecina

cumplia caracteristicas similares, se apreciaron 2 nucléolos.
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4.2.4 Caso H1, Luminal B

Figura 55. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electrénica de Transmision. Aumento 3000X.

En la figura 55 se observaron varias células que podrian ser
fibroblastos por su apariencia alargada con borde celular, se logré apreciar el

nucléolo. El citoplasma era escaso.

Figura 56. Microfotografia de un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electrénica de Transmision. Aumento 3000X.
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En la figura 56 se observd una célula neoplasica con borde celular

acompanada de multiples estructuras dificiles de identificar.

i

Figura 57. Microfotografia un carcinoma de mama, empleando la técnica de
Microscopia Electronica de Transmisién. Aumento 3000X.

En la figura 57 se observé una célula neoplasica con borde celular, su
nucleo era irregular (flecha roja) y se logré apreciar el nucléolo (flecha

amarilla),
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4.3 Analisis de resultados

4.3.1 Descripcion de los hallazgos inmunohistoquimicos y los patrones

ultraestructurales

Para determinar el subtipo histoloégico se deben evaluar las
principales caracteristicas recopiladas en el instrumento de recoleccion de
informacion. No siempre es sencillo porque la heterogeneidad del carcinoma
mamario requiere un cuidadoso estudio de los biomarcadores, no siempre se
puede explicar solamente por parametros clinicos y anatomopatolégicos
clasicos como el grado, tamano tumoral e invasién ganglionar o linfovascular
entre otros, debido a los comportamientos biologicos distintos en tumores
semejantes (11, 23), como fue el caso en esta investigacion. Estos
parametros se representan en el siguiente orden: en primer lugar, el receptor
HER2/neu, seguido del indice de proliferacion (Ki-67), y finalmente los

receptores hormonales.

Con respecto al primer anticuerpo HER2/neu (marcador de membrana)
después de la visualizacién, los principales resultados se muestran en el

cuadro 9.

Cuadro 9. Resultados inmunohistoquimicos del biomarcador HER2/neu.

HER2 0 1+ 2+ 3+
N° caso Negativo Negativo Indeterminado Positivo
C1 X
F1 X
G2 X
H1 X

Fuente: Elaboracion propia, 2022.

Morfolégicamente al establecerse comparaciones entre los 4 casos de

HER2/neu, se identificaron los siguientes hallazgos:
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Figura 58. Microfotografias de cortes histolégico de glandula mamaria,
procesados por la técnica de IHQ de los subtipos Luminales B. HER2/neu. (58a
caso H1, 58b caso F1y 58c caso G2). Aumento 20X.

La reaccién del anticuerpo HER2/neu (figura 58) para estos casos de
carcinomas de mama del subtipo luminal B pueden presentarse como
negativo (0), (figura 58a), donde se observo una tincion de membrana débil e
incompleta en las células neoplasicas en aproximadamente en el 10%. En la
figura 58b, habia una tincion completa de membrana débil en mas del 10 %
de las células tumorales (1+), ambas eran negativas para este marcador. En
la figura 58c, el tumor mostré una tincion membranosa circunferencial
completa e intensa en mas del 10 % de las células tumorales, por lo tanto, era

positiva (3+).

Figura 59. Microfotografia de un corte histolégico de glandula mamaria del caso
C1, procesado por la técnica de IHQ del subtipo Luminal A. HER2/neu. Aumento
20X.
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En la figura 59 el anticuerpo empleado tifié las membranas celulares
de las células neoplasicas con un nivel de intensidad intermedio (2+) en el
95% de las células. Este anticuerpo no fue determinante para subclasificar los
luminales de tipo A y B, por esta razén requirié el empleo de otra técnica
diagndstica como el FISH. Para el caso C1, no se detectdé amplificacion del

gen HERZ, por lo tanto, es un Luminal A.

En los casos de la proteina Ki-67 que mide la proliferacién celular
tumoral, se establece un porcentaje para diferenciar entre Luminal A vy
Luminal B. No se ha conseguido establecer un punto de corte 6ptimo, algunos
estudios sugieren un parametro del 14% de proliferaciéon Bajo (<14%) o Alto
(>14%), sin embargo, esta clasificacion esta abierta a posibilidades de mejora
y estandarizacién porque se basa en los nuevos descubrimientos (23). Para
efectos de esta investigacion se acepta el valor del 20% (cuadro 10), tomando
en consideracion el Consenso de la 14.2 Conferencia Internacional sobre el
cancer de mama de St. Gallen de 2015 (70).

Cuadro 10. Resultados de las pruebas inmunohistoquimicas sobre el indice de
proliferacion y de los receptores hormonales.

Caso indice de Receptor de Receptor de
Subtipo pro(lli::a-;a;;ién Estrogenos (RE) Progesterona (RP)
C1 Luminal A Bajo 10% 100% 100%
F1 Luminal B 20% 100% 80%
G2 Luminal B Bajo 10% 90% Negativo
H1 Luminal B Alto 90% 95% 95%

Fuente: Elaboracion propia, 2022.

Llamé la atencidon el caso G2 porque el porcentaje no era lo
suficientemente determinante para indicar el subtipo, por lo que se requirio la

evaluacion de los demas biomarcadores para clasificarlo como Luminal B. En
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este caso se evaluo el Receptor HER2/neu (cuadro 9), el cual es fuertemente

positivo.

Figura 60. Microfotografias de cortes histolégicos de glandula mamaria de
biopsias por aguja gruesa (frucut), procesados por la técnica de IHQ de los
subtipos luminales. Ki-67. (60a caso C1, 60b caso F1, 60c caso G2 y 60d caso
H1). Aumento 20X.

Las figuras 60a, 60b y 60c presentaron un indice de proliferacion bajo
comparado con la tincidon nuclear para Ki-67 del tumor presente en la figura

60d que tenia un alto indice de proliferacion nuclear.

En el caso C1 para que sea Luminal A, debe ser positivo para ambos
receptores hormonales o que el RP mayor o igual que el 20%, negativo para
HER2/neu y un Ki-67 menor o igual al 20% (11). Todos estos criterios se

cumplieron a cabalidad.

Para los criterios de clasificacion para el subtipo Luminal B, los
receptores de estréogeno deben ser positivos, en los 3 casos se aplica, para
los receptores de progesterona pueden ser positivos (Caso F1 y H1), o

negativos como el caso G2 que es negativo en el 100%. Con respecto al Ki-
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67 el indice de proliferacion debe ser mayor del 20%, esto aplica para el caso
H1, en el F1 apenas se cumple y el caso G2 no cumple los criterios. Esto se
puede explicar por la heterogeneidad de los tumores y la imperiosa necesidad

de complementarlo con otras técnicas para un diagndstico mas acertado.

Histologicamente los receptores de estrogenos (RE) de los 4 casos se
describen en la figura 61.

Figura 61. Microfotografias de cortes histolégicos de glandula mamaria de
biopsias por aguja gruesa (frucut), procesados por la técnica de IHQ de los
subtipos luminales. RE. (61a caso C1, 61b caso F1, 61c caso G2 y 61d caso
H1). Aumento 20X.

Los cuatro tumores presentaron una expresion alta de receptores de
estrogenos (RE), que se mostré con la inmunotincion nuclear en las células
neoplasicas. En las figuras 61a y 61d, el tumor formé trabéculas y nidos. En
la figura 61b, se observé infiltracion de las células tumorales en el tejido
adiposo formando filas y trabéculas. En la figura 61c, se aprecio la formacién

de tubulos irregulares.

Histoldgicamente los receptores de progesterona (RP) de los 4 casos
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se describen en la figura 62.

Figura 62. Microfotografias de cortes histologicos de glandula mamaria de
biopsias por aguja gruesa (frucut), procesados por la técnica de IHQ de los
subtipos luminales. RP. (62a caso C1, 62b caso F1, 62c caso G2 y 62d caso
H1). Aumento 20X.

En figura 62a, 62b y 62d las células neoplasicas tenian una alta
expresion del receptor de progesterona con nucleos que se tifieron color

marron, en cambio en la figura 60c, no hubo expresion para este marcador

nuclear.

A continuacion, se detalla una comparacion de los hallazgos

encontrados en los 4 casos analizados en forma paralela entre IHQ y MET.
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4.3.1.1 Caso C1, Luminal A

Figura 63. Microfotografias de cortes histologicos y ultraestructurales de un
carcinoma mamario procesados por las técnicas de IHQ (63a y 63b, aumento
20X) y MET (63c y 63d a 3000X). Fi: fibroblasto, N: nucleo, Ci: citoplasma, mN:
membrana nuclear.

Las células principales en este tumor fueron los fibroblastos (Fi) de
nucleos alargados presentes en el estroma y las células epiteliales
glandulares (figura 63). La imagen de H&E (63a) mostré un aumento en el

numero de fibroblastos en un estroma desmoplasico de tejido conjuntivo.

En la tincidén inmunohistoquimica de Ki-67 (63b) se apreciaban las
células epiteliales cuyos nucleos eran en su mayoria redondos, con
pleomorfismo leve y rodeados de escaso citoplasma (20X). La imagen (63c)
presentaba una magnificacion de los fibroblastos, se observaron 3 nucleos
(N) alargados e irregulares que estaban rodeados de citoplasma y separados
por la interfase. La célula en (63d) se asemejaba a las células epiteliales por

su forma ovalada, una membrana nuclear (mN) y su escaso citoplasma (Ci).
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4.3.1.2 Caso F1, Luminal B

Figura 64. Microfotografias de cortes histoldgicos y ultraestructurales de un
carcinoma mamario procesados por las técnicas de IHQ (64a y 64b, aumento
40X), y MET (64c, aumento 3000X. Fi: fibroblasto, N: nucleo, n: nucléolo.

En la figura 64 se evidenciaba que el cilindro (64a) tenia una zona
estromal (es), una zona de tejido adiposo (ad) y una tercera de tejido tumoral
(tu) infiltrando al tejido adiposo. En el corte semifino (64b) se observé tejido

adiposo y celularidad concordante con el cilindro de tejido en tincion de H&E.

La MET (64c) mostraba muchas miofibrillas. Una célula con un nucleo
(N) y un nucléolo (n) y ademas de otra célula alargada que sugirié ser un

fibroblasto (Fi) con cromatina (cr) hacia la parte externa.
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4.3.1.3 Caso G2, Luminal B

Figura 65. Microfotografias de cortes histoldgicos y ultraestructurales de un
carcinoma mamario procesados por las técnicas de IHQ (65a, aumento 40X y
65b a 20X) y MET (65c, aumento 2000X y 65d a 1000X).

En la microfotografia de la figura 65a se evidencié tejido compuesto
por células neoplasicas que presentd nucleos redondos y un estroma denso
desmoplasico con células alargadas. El receptor de estrogenos en (65b)
realzé la morfologia de las glandulas neoplasicas las cuales insinuaron unos

lumenes, habia mucha distancia entre una glandula y otra.

En las imagenes (65c) y (65d) se lograba comparar la forma nuclear
de los dos tipos celulares presentes en el carcinoma de mama: los fibroblastos
(Fi) se caracterizaron por su forma alargada, mientras que las células

tumorales eran redondas como se apreci6 en el nucleo (N).
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4.3.1.4 Caso H1, Luminal B

Figura 66. Microfotografias de cortes histologicos y ultraestructurales de un
carcinoma mamario procesados por las técnicas de IHQ. (66a y 66b, aumento
20X) y MET (66¢, aumento 3000X). ni: nidos, tr: trabéculas.

En la figura 66 habia un tumor sin formacién de glandulas, la tincién de
H&E (66a) y la del receptor de progesterona (RP) (66b) mostraron un patron
morfolégico compuesto por abundante tejido epitelial en nidos (ni) vy
trabéculas (tr) y poco estroma. Estas caracteristicas fueron las mismas en la
imagen de MET (66c¢) donde se evidencié el escaso tejido estromal entre

célula y célula, poca desmoplasia y baja relacion nucleo - citoplasma.

La tecnologia del microscopio permite medir estructuras de interés
como por ejemplo nucleos, nucléolos y granulos. Esto permitié hacer una
comparacion de los tamanos de microestructuras entre los subtipos Luminal
A (C1) y Luminal B (G2).

Cuadro 11. Comparacion de las mediciones de las distintas microestructuras
presentes en los subtipos luminal A (C1) y luminal B (G2) obtenidas de las fotografias
de MET.

C1 G2
Nucleo Nucléolo Nucleo Nucléolo Nucleo del
fibroblasto
7570 nm 7440 nm 10000 nm 1020 nm 9150 nm
9040 nm 7600 nm 13200 nm 1570 nm
9370 nm 16900 nm 1770 nm
10300 nm 1880 nm

Fuente: Elaboracion propia, 2022.
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Al comparar los datos generados se puede concluir que los nucleos de
las células epiteliales neoplasicas de CM de tipo Luminal A cuyo promedio (X)
es de 8305 nm, eran mas pequefios que los del Luminal B. Tenian un X de
13366,6 nm. La diferencia entre estos promedios seria de 5061,6 nm. En el
caso de los fibroblastos se determiné que igualmente eran mas pequefios los
de la muestra del subtipo Luminal A (X=8677 nm) en comparacion con los del
Luminal B (X=9150 nm), pero este resultado no es confiable ya que del caso
G2 solo se logré medir un fibroblasto y la muestra C1 tiene 2 con medidas aun

mayores.

No fue posible comparar los nucléolos ya que por problemas de
contraste no se pudieron observar en la muestra C1, sin embargo, la media

del tamafno de estos en la muestra G2 fue de 1560 nm.
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Figura 67. Microfotografias del caso C1, bloque C en un carcinoma
mamario del subtipo Luminal A, empleando la técnica de MET. Imagenes
tomadas a 3000X (67a), (67b), (67c) y a 3500X la (67d).

Se detallaron las mediciones de las distintas estructuras celulares. Las
microfotografias (67a), (67b) y (67c) a una magnificacién de 3000X mostraron
nucleos alargados de distintos tamanos que iban desde 7440 nm hasta los
1030 nm. En (67d) a una magnificacion de 3500X se detallé el nacleo de un
fibroblasto. Todos los nucleos eran alargados e irregulares rodeados de
citoplasma y en el caso de (67b) y (67c) estaban separados por la interfase
de sus células vecinas. La célula en (67a) se asemejaba a las células

epiteliales por su forma ovalada y su escaso citoplasma (3000X).
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Figura 68. Microfotografia del caso G2, bloque A en un carcinoma mamario del
subtipo Luminal B. empleando la técnica de MET. Imagenes tomadas a 2000X
(68a), 1000X (68b), 5000X (68c) y a 2500X (68d).

En la figura (68a) se aprecié una célula epitelial neoplasica cuyo nucleo
(N) media 10000 nm. En la fotografia (68b) habia dos células; la de la
izquierda tenia un nucleo que media 16900 nm y un nucléolo (n) de 1570 nm.
El nucleo de la célula de la derecha midié 13200 nm y presentd 2 nucléolos,
uno de 1020 nm y otro mas grande de 1770 nm. En (68c) se detallé un
nucléolo que midié 1880 nm, este correspondié a una célula epitelial maligna.
En la imagen (68d) se visualizé un fibroblasto (Fi) con un ndcleo alargado e
irregular. Esta caracteristica lo diferencia de las células epiteliales

neoplasicas.
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4.3.2 Otros hallazgos

Figura 69. Imagenes de MET. Diferencias entre una célula epitelial (69a) y
célula inflamatoria (69b. gr: granulos, n: nucléolo, N: ndcleo, cr: cromatina).

Las caracteristicas que permiten diferenciar entre una célula epitelial
(Figura 69a) y una célula inflamatoria o mastocito (Figura 69b) se pueden
determinar por la presencia de los granulos (gr). En el mastocito el nucleo (N)
era ovalado, su cromatina (cr) se dispersaba hacia la periferia y se le observé

un pequefio nucléolo (n).

Figura 70. Mediciones de los granulos de una célula inflamatoria. Imagen
obtenida por MET. Mastocito a 7000X.

A mayor detalle se logré realizar la medicién de los granulos del
mastocito, los cuales presentaron los siguientes valores: 471 nm, 334 nm, 417
nm, 463 nm, 389 nm, generando una media de: 414 nm.
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4.3.3 Artefactos

Durante el procesamiento, se pueden presentar varios factores que
afectan el corte ultrafino. Mas alla de la experiencia de la persona técnica
durante la microtomia, estos son algunos de los factores que provocaron
artefactos en las muestras estudiadas: el glutaraldehido reacciona muy poco
con los lipidos, la deshidratacion, el tamano y el tallado de la superficie de
corte, la calidad de la cuchilla, su angulo de inclinacién y la velocidad del corte
entre otros (69). En la figura 71 se detallan los principales artefactos presentes

en las muestras analizadas.

Figura 71. Artefactos presentes en los cortes ultrafinos de MET. (71a: vibracion
de las secciones). (71b: marcas de la cuchilla en la imagen). (71c: formacion
deficiente de la cinta). (71d: rasgado de la muestra y formacion de pliegue).
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Los hallazgos inmunohistoquimicos, ultraestructurales y el apartado de
artefactos, que se describieron anteriormente, son el resultado de la sinergia
entre los sustentantes, el equipo asesor, el CIEMic y el Hospital Dr.
Maximiliano Peralta Jiménez, lo que demostré que la suma de las acciones
individuales llevé a superar las distintas situaciones e imprevistos que se
detallan en el siguiente apartado y que se presentaron durante los ultimos

cinco anos que llevo la elaboracion de este proyecto.
4.4 Limitaciones de la investigacion

Cuando se plantea el proyecto a mitad del 2017 se decidié incluir
muestras de los 4 subtipos de CM, pero en el tiempo de reclutamiento de
casos que comprendio entre el 25 de abril al 20 de agosto del 2021, no se
recibieron tejidos que presentaran los subtipos HER2/neu positivo ni los
Triple negativo, por lo tanto, se delimitd la investigacion a trabajar solo
biopsias de tejido mamario con los 2 subtipos mas frecuentes. Algunas de
las razones por las cuales no se registraron casos de los subtipos
mencionados fue debido a que por la pandemia del SARS-CoV-2, la CCSS
tuvo que enfocarse en atender la emergencia sanitaria, disminuyendo la
cantidad de atenciones en servicios como Gineoncologia y Rayos X, muchas
pacientes no asistieron al centro hospitalario a realizarse la toma de biopsia
y la implementacion del teletrabajo disminuyd la disponibilidad de los
especialistas colaboradores para realizar los procedimientos, dichos motivos

limitaron la inclusidon de mas muestras en el estudio.

Localizar campos de interés en MET es una tarea laboriosa ya que,
aunque en los cortes semifinos se identifiquen estructuras para amplificar
como las células neoplasicas, al visualizar las muestras a magnificaciones tan
potentes como las de la microscopia electronica, estas pueden ser dificiles de
hallar. Ademas, que gran parte de la muestra no puede visualizarse por la
sobreposicion de las rejillas (ver imagen d, figura 71) que brindan el sostén al

tejido dentro del microscopio.

La cantidad de casos fue acorde a los recursos econdmicos
disponibles para la realizacion del TFG. Ademas, la cantidad de tiempo de
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procesamiento y las horas necesarias para la visualizacion de imagenes
generaban que los tiempos establecidos en el cronograma se prolongaran

mas alla del disponible para la elaboracion del proyecto.

La cantidad de fotografias se vieron limitadas por el tiempo al que se

tuvo acceso al microscopio.

Para inicios del afio 2022 el equipo asesor consideroé la posibilidad de
aumentar la cantidad de casos ya que la incidencia y mortalidad de Covid-19
habian disminuido lo suficiente como para que los servicios hospitalarios
volvieran a funcionar con regularidad, pero a finales del mes de mayo los
sistemas informaticos de la CCSS se vieron afectados por un “hackeo” que
impidié el acceso a la informacién hasta finales de agosto. Para ese momento
los sustentantes se encontraban cursando el |l semestre de elaboracion del

TFG que, segun el reglamento, es el ultimo disponible para su finalizacion.
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Capitulo V. Conclusiones y recomendaciones
5.1 Conclusiones

La investigacion realizada hizo la descripcion de los dos subtipos de
carcinoma mamarios mas frecuentes mediante las técnicas de IHQ y MET y
se demostré que para la clasificacion de neoplasias de la glandula mamaria,
la inmunohistoquimica al revelar la presencia o ausencia de productos
celulares in vitro con la utilizacion de distintos anticuerpos es la opcién mas
rapida, econdmica y precisa, en comparacion con la MET que no aport6 para

refinar el procedimiento diagnéstico.

Sin embargo, al describir mediante IHQ los dos subtipos de carcinomas
mamarios mas comunes de acuerdo con la expresion de los marcadores RE,
RP, HER2/neu y el Ki-67 se concluyé que en algunos casos clasificar los
carcinomas de mama entre luminales A y luminales B demanda de la prueba
de FISH porque la morfologia y la expresién de marcadores es muy similar

entre estos subtipos.

Las amplificaciones que se alcanzan por medio de la MET ayudan a
conocer mejor la ultraestructura celular y esto es de gran valor, como en el
caso de los diagndsticos de enfermedades renales, para lo cual el CIEMic
esta aportando sus microscopios electrénicos en el marco de convenio de
cooperacion con el Hospital San Juan de Dios. Si bien estas amplificaciones
en tejido tumoral no tienen una repercusidn en el area diagndstica, enriquecen
grandemente el conocimiento morfoldgico y celular al pasar de una capacidad
maxima de 100 aumentos en microscopia optica a mas de 3000 aumentos en

los microscopios electronicos.

Especificamente en microscopia electrénica de transmision para
obtener fotografias de las estructuras de interés, en muy importante la
valoracion de los cortes semifinos tenidos con azul de toluidina porque la
visualizacion de los cortes ultrafinos puede ser muy complicada y demandar
mucho tiempo en zonas de baja celularidad. Otro aspecto importante es

contar con la experticia para reconocer estructuras a magnificaciones muy
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altas ya que son muy distintas a las observadas en la microscopia optica.

Los protocolos para IHQ y MET utilizados en este estudio demostraron
muy buenos resultados a pesar de que el tejido de la glandula mamaria por
sus componentes anatomicos suele ser dificil de procesar. Estos protocolos
pueden ser utilizados en otras investigaciones que se interesen en analizar la
ultraestructura y fisiologia de células de tejido adiposo, fibroblastos y células

tumorales.

Para los sustentantes esta experiencia investigativa fue muy
enriquecedora porque con resiliencia y con el apoyo del equipo asesor se
logré desarrollar una metodologia aplicable a futuras investigaciones que
deseen trabajar en morfologia y fisiologia en cancer de mama. Que se hayan
logrado estas imagenes en Costa Rica posiciona a los centros de
investigacion de la UCR a nivel internacional y promueve el trabajo

interinstitucional.
5.2 Recomendaciones

El CM es un tema de interés publico por su alta incidencia y mortalidad
por lo que desarrollar investigacion en oportunidades de mejora en el
diagnostico es muy importante. Para llevar a cabo esta tarea es necesario
que estudiantes de grado y posgrado de distintas carreras universitarias
muestren interés en aplicar sus conocimientos y trabajen en conjunto con
profesionales en la salud de la CCSS y otros institutos de investigacion. La
necesidad de conocer mejor una enfermedad tan comun requiere que estas

acciones se desarrollen a corto plazo.

El tejido mamario al estar compuesto por tejido adiposo presenta
dificultades para ajustarse a los protocolos de procesamiento junto con el
resto de material bioldgico. Por lo tanto, variar los tiempos de fijacion o anadir
mecanismos quimicos o fisicos para ayudar a preservar estos tejidos es
vinculante para los profesionales encargados de manipularlos. El protocolo
empleado en este TFG puede replicarse en los demas hospitales de la CCSS

para el diagndstico de biopsias o por otros investigadores que decidan
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trabajar con este tejido en sus investigaciones.

La metodologia aplicada en el presente TFG tiene el potencial de
ayudar a conocer mejor enfermedades raras como la enfermedad de
Gaucher, enfermedad de Fabry, enfermedad de Pompe, que si bien afectan
a una parte minoritaria de la poblacidn se les debe dar una atencion justa,
digna y solidaria. Esta ampliacion podria desarrollarse con recursos de la

seguridad social y de los fondos universitarios para investigacion.

Como recomendacion para la CCSS y la UCR se puede plantear una
ampliacion del proyecto de diagnéstico de enfermedades renales del HSJD y
el CIEMic. De igual manera incorporar la MET para el diagnoéstico de
patologias pediatricas como la enfermedad de inclusiones microvellositarias,
pseudoobstruccion intestinal, enteropatia de penachos, glomerulopatias

pediatricas, enfermedades metabdlicas, hepaticas, entre otras.

La CCSS tiene la capacidad para desarrollar investigaciones que
beneficien la salud de la poblacion costarricense si construye puentes de
comunicacion con los distintos institutos de las universidades publicas. Para
esto es necesario que se promueva la cultura del desarrollo de proyectos
interinstitucionales para resolver problemas de salud publica. Los recursos
gubernamentales aportados por la poblacién deben utilizarse en mejorar y
prolongar la vida de estos y puede llevarse a cabo a través de la inversion en

investigacion.

102



Referencias bibliograficas

1. Real Academia Espaniola: Diccionario de la lengua espafiola (23.2
ed.). Madrid, Espafia. 2010.

2. Ministerio de Salud Publica. Boletin Estadistico de Incidencia de
Tumores malignos mas frecuentes en la poblacion femenina en
Costa Rica 2014. Unidad de Estadistica, Registro Nacional de

Tumores.

3. Sung H, Ferlay J, Siegel R. L, et al. Global Cancer Statistics 2020:
GLOBOCAN. Estimates of incidence and mortality worldwide for 36
cancers in 185 countries. CA: a cancer journal for clinicians 2021;
71(3), 209-249.

4.ZhaoY, Zhang J, Shi F, et al. Expression of PD-1 on CD4+ Tumor-
Infiltrating Lymphocytes in Tumor Microenvironment Associated with
Pathological Characteristics of Breast Cancer. Journal of Immunology
Research. 2018; 1-8.

5. Salinas Meza A. et al. Cancer de mama triple negativo:
generalidades, situacion en Costa Rica y nuevas tendencias para su
tratamiento. Rev. Méd. de la UCR. 2018;12(2):33-50.

6. De Lima Mota A, Evangelista A, Macedo T, et al. Molecular
characterization of breast cancer cell lines by clinical
immunohistochemical markers. Oncology Letters. 2017;13(6):4708-
4712.

7. Quirds et al. Carcinomas invasores triples negativos de la glandula
mamaria: incidencia y caracteristicas clinico-patoldgicas. Acta Méd.
Costarric. 2012; 52: 90-95.

8. WHO. IARC. The Global Cancer Observatory. [Internet] Summary
statistic: Europe 2020. Incidence, Mortality and Prevalence by cancer
site. March, 2021. Available from:

103



https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/908-europe-fact-
sheets.pdf

9. Prihantono P, Hatta M, Binekada C, et al. Ki-67 Expression by
Immunohistochemistry and Quantitative Real-Time Polymerase
Chain Reaction as Predictor of Clinical Response to Neoadjuvant
Chemotherapy in Locally Advanced Breast Cancer. Journal of
Oncology. 2017; 1(8).

10. Baeyens-Fernandez JA, Molina-Portillo E, Pollan M, et al. Trends
in incidence mortality and survival in women with breast cancer from
1985 to 2012 in Granada, Spain: a population-based study. BMC
Cancer. 2018;18(1):1-14.

11. Alcaide M, Rodriguez CJ, de Reyes S, et al. Clasificacion actual
del cancer de mama. Implicacién en el tratamiento y prondstico de la
enfermedad. Molecular classification of breast cancer. Treatment and
prognosis implications. Cir Andal. 2021; 32(2), 155-59.

12. Medina Bueno G. Caracteristicas clinicas y prondsticas de los
subtipos moleculares de cancer de mama determinados por
inmunohistoquimica. Revista Peruana de Medicina Experimental y
Salud Publica. 2017;34(3):472-477.

13. Gonzalez-Robledo LM, Gonzalez-Robledo MC, Nigenda G,
Lopez-Carrillo L. Acciones gubernamentales para la deteccion
temprana del cancer de mama en América Latina. Retos a futuro.
Salud Publica de México. 2010;52(6):533—43.

14. Guzman K, Morales V, Hernandez A, et al. Carcinoma ductal
infiltrante, el tipo de cancer de mama mas comun. iMedPub Journals.
2012; 8(1): 1-9.

15. Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social. Programa de
enfermedades crénicas no transmisibles. “Politica Nacional contra el

cancer”. (Plan Nacional 2010-2015). Consejo nacional de lucha

104



contra el cancer. Guatemala, 2010.

16. Patil Okaly G, Panwar D, Lingappa K, et al. FISH and HER2/neu
equivocal immunohistochemistry in breast carcinoma. Indian Journal
of Cancer. 2019;56(2):119-23.

17. Melo-Séanchez S, Gelvez-Parra L, Osma-Zambrano S.
Clasificacion Inmunohistoquimica del cancer de mama y su
importancia en el diagndéstico, prondstico y enfoque terapéutico.
Medunab. 2015; 18(3): 193-203.

18. Mendoza Cardozo, Alfredo. Inmunohistoquimica y microscopia
electronica en tumores de hipdfisis [Tesis de Maestria]. Universidad

El Bosque. Facultad de Medicina, Bogota, 1993.

19. Shetuni B, Irtaza U, Melnyk J, et al. Rhabdoid Carcinoma of Anal
Canal: Role of Electron Microscopy and Immunohistochemistry in
Establishing Lineage. Ultrastructural Pathology. 2014; 38(6): 425-
429.

20. Ohtsuki Y, Kimura M, Murao S, et al. Immunohistochemical and
electron microscopy studies of a case of hyalinizing trabecular tumor
of the thyroid gland,with special consideration of the hyalinizing mass
associated with it. Medical Molecular Morphology. 2009; 42(3): 189-
194.

21. Eyden B, Moss J, Shore |, Banerjee S. Metastatic Small Cell
Malignant Melanoma: A Case Requiring Immunoelectronmicroscopy
for the Demonstration of Lattice-deficient Melanosomes.
Ultrastructural Pathology. 2005; 29(1):71-78.

22. Lee RFS, Dyson PJ, Stéphane Escrig, et al. The Differential
Distribution of RAPTA-T in Non-Invasive and Invasive Breast Cancer
Cells Correlates with Its Anti-Invasive and Anti-Metastatic Effects.

International Journal of Molecular Sciences. 2017;18(9):18609.

105



23. Alvarez C, Vich P, Brusint B, et al. Actualizacién del cancer de
mama en Atencion Primaria (llI/V). Medicina de Familia
(SEMERGEN). 2014; 40(8):460- 472.

24. Reglamento Organico del Ministerio de Salud. Poder Ejecutivo.
Decreto Ejecutivo 34510. Marco Estratégico del Ministerio de Salud.
Art. 32. Capitulo VI.2016.

25. Tao Z, Shi A, Lu C, et al. Breast cancer: epidemiology and
etiology. Cell biochemistry and biophysics. 2015; 72(2): 333-338.

26. Amadou A, Torres-Mejia G, Hainaut P, Romieu |. Breast cancer
in Latin America: global burden, patterns, and risk factors. Salud
Publica De México. 2014; 56(5): 547-554.

27. OMS. Cancer, datos y cifras. Ginebra. Organizacion Mundial de
la Salud. 2018.

28. Ghoncheh M, Pournamdar Z, Salehiniva H. Incidence and
Mortality and Epidemiology of Breast Cancer in the World. Asian
Pacific Journal of Cancer Prevention. 2016; 17:43-46.

29. Marino M. ER., Rivera L. E., Padréon O. ME., et al. A. Factores de
riesgo del cancer de mama en un consultorio médico. Revista
Cubana de Medicina General Integral. 2018; 34(2): 1-9.

30. Hassanpour, S. H., & Dehghani, M. Review of cancer from
perspective of molecular. Journal of Cancer Research and Practice.
2017; 4(4): 127-129.

31. Ministerio de Salud Publica. Direccion de Vigilancia de la Salud.
Boletin Estadistico de Incidencia de Tumores Malignos mas
frecuentes en Costa Rica del afo 2013. Unidad de Seguimiento de

Indicadores de Salud.

32. Mairena J. El riesgo por cancer de piel es en todo pais y todo el
afo. CCSS. 2013.

106



33. Ministerio de Salud Publica. Direccion de Vigilancia de la Salud.
Boletin Estadistico de Mortalidad por Tumores Malignos mas
frecuentes en Costa Rica del afio 2014. Unidad de Seguimiento de

Indicadores de Salud.

34. Mavaddat N, Rebbeck T. R, Lakhani S. R, et al. Incorporating
tumour pathology information into breast cancer risk prediction
algorithms. Breast Cancer Research: BCR. 2010;12(3): R28.

35. Cancer today [Internet]. larc.fr. [citado el 4 de octubre de 2022].
Disponible en: https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-multi-

bars?v=2020&mode=cancer&mode_population

36. Ross, M. H. y W. Pawlina. Histologia: Texto y Atlas. Correlacion
con Biologia Molecular y Celular. 8% ed. Ed. Panamericana; 2020. p
910.

37. Robbins., Cotran., Kumar V, et al. Patologia estructural y

funcional. Amsterdam: Elsevier; 2015.
38. Sobotta, W. U. Histologia. 22 ed. Ed. Panamericana; 2009. p 538

39. Campoy E, Laurito S, Branham M, et al. Asymmetric Cancer
Hallmarks in Breast Tumors on Different Sides of the Body. Plos
ONE. 2016; 11(7): 1-20.

40. Stratton, M. R., Campbell, P. J., & Futreal, P. A. The cancer
genome. Nature. 2009; 458(7239): 719-24.

41. Rakoff-Nahoum S. Why cancer and inflammation? The Yale
journal of biology and medicine. 2007; 79(3-4): 123-30.4

42. Hanahan, D., & Weinberg, R. A. Hallmarks of Cancer: the next
generation. Cell. 2011; 144(5): 646-674.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013

43. Hanahan, D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer

107


https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-multi-bars?v=2020&mode=cancer&mode_population=countries&population=900&populations=900_188&key=asr&sex=2&cancer=39&type=0&statistic=5&prevalence=0&population_group=0&ages_group%5B%5D=0&ages_group%5B%5D=17&nb_items=10&group_cancer=1&include_nmsc=0&include_nmsc_other=1&type_multiple=%257B%2522inc%2522%253Atrue%252C%2522mort%2522%253Atrue%252C%2522prev%2522%253Afalse%257D&orientation=horizontal&type_sort=0&type_nb_items=%257B%2522top%2522%253Atrue%252C%2522bottom%2522%253Afalse%257D
https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-multi-bars?v=2020&mode=cancer&mode_population=countries&population=900&populations=900_188&key=asr&sex=2&cancer=39&type=0&statistic=5&prevalence=0&population_group=0&ages_group%5B%5D=0&ages_group%5B%5D=17&nb_items=10&group_cancer=1&include_nmsc=0&include_nmsc_other=1&type_multiple=%257B%2522inc%2522%253Atrue%252C%2522mort%2522%253Atrue%252C%2522prev%2522%253Afalse%257D&orientation=horizontal&type_sort=0&type_nb_items=%257B%2522top%2522%253Atrue%252C%2522bottom%2522%253Afalse%257D
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013

Discov 1.2022; 12 (1): 31-46. https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-
21-1059

44. Denis M, Gregory A, Bayat M, et al. Correlating Tumor Stiffness
with Immunohistochemical Subtypes of Breast Cancers: Prognostic
Value of Comb- Push Ultrasound Shear Elastography for
Differentiating Luminal Subtypes. Plos ONE. 2016;11(10):1-14.

45. Poorolajal J, Nafissi N, Akbari M, et al. Breast Cancer Survival
Analysis Based on Immunohistochemistry Subtypes (ER/PR/HER2):
a Retrospective Cohort Study. Archives Of Iranian Medicine (AIM).
2016;19(10):680-686.

46. Quirés J. et al. Cancer de mama en mujeres jovenes
caracteristicas clinicas y patologicas. Revista Med. de la Universidad
de Costa Rica. 2010;4(2) 54-64.

47. Oliva Anaya C, Cantero Ronquillo H, Garcia Sierra J. Dieta,
obesidad y sedentarismo como factores de riesgo del cancer de
mama. Revista Cubana de Cirugia. 2015; 54(3): 274-284.

48. Quirds J. Espinoza K. Supervivencia a los 5 afios de pacientes con
cancerde mama triple negativo. Asociacion costarricense de medicina

legal y disciplinas afines. 2017;34(1).

49. Lehmann B, Jovanovi¢ B, Chen X, et al. Refinement of Triple-
Negative Breast Cancer Molecular Subtypes: Implications for
Neoadjuvant Chemotherapy Selection Plos ONE. 2016; 11(6): 1-22.

50. Pan Y, Yuan Y, Liu G, Wei Y. p53 and Ki-67 as prognostic
markers in triple-negative breast cancer patients. Plos ONE.
2017;12(2): 1-13.

51. Taylor C. Rudbeck L. Inmunohistochemical Staining Methods:
DAKODenmark; 2013.

52. Besusparis J, Plancoulaine B, Rasmusson A, et al. Impact of

108


https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059
https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059

tissuesampling on accuracy of Ki67 immunohistochemistry evaluation

in breast cancer. Diagnostic Pathology. 2016; 111-10.

53. Xiaosong C, Long S, Yan M, et al. Preoperative core needle
biopsy is accurate in determining molecular subtypes in invasive
breast cancer. BMC Cancer. 2013;13(1):1-7.

54. Sato M, Kojima M, Nagatsuma A, et al. Optimal fixation for total
preanalytic phase evaluation in pathology laboratories. A
comprehensive study including immunohistochemistry, DNA, and
mMRNA assays. Pathology International. 2014;64(5):209-216.

55. Musa Z, Qasim B, Al Shaikhly A. Evaluation of
Immunohistochemistry- Equivocal (2+) HER2 Gene Status in
Invasive Breast Cancer by Silver DNA in Situ Hybridization (SISH)
and its Association with Clinicopathological Variables. Iranian Journal
of Pathology. 2017;12(1):9-19.

56. Bansal C, Sharma A, Pujani M, et al. Correlation of Hormone
Receptor and Human Epidermal Growth Factor Receptor-2/neu
Expression in BreastCancer with Various Clinicopathologic Factors.
Indian Journal of Medical & Paediatric Oncology. 2017; 38(4): 483-
489.

57. Ruizhi T, Li W, Jie S, et al. Expression and significance of Twist,
estrogenreceptor, and E-cadherin in human breast cancer cells and
tissues. Journal of Cancer Research & Therapeutics. 2017; 13(4):
707-714.

58. Harris, J. Transmission electron microscopy in molecular
structural biology: a historical survey. Archives of biochemistry and
biophysics. 2015; 581:3-18.

59. Hughes L, Hawes C, Monteith S, Vaughan S. Serial block face
scanning electron microscopy-the future of cell ultrastructure
imaging. Protoplasma. 2014;251(2):395-401.

109



60. Hernandez-Chavarria F. 35 afios de microscopia electrénica en
Costa Rica. Rev. Tecnologia en Marcha. 2011;24(2):53-58.

61. Hernandez-Chavarria F. Una vision de la biologia tropical a través
del microscopio electrénico. Rev. biol. trop. 2002;50(3-4):927-940.

62. Winey M, Meehl J. B, O’'Toole E. T. Giddings T. H. Conventional
transmission electron microscopy. Molecular Biology of the Cell.
2014;25(3):319-323.

63. Frankl A, Mari M, Reggiori F. Electron microscopy for
ultrastructural analysis and protein localization in Saccharomyces
cerevisiae. Microbial Cell. 2015;2(11),412—-428.

64. Darouich S, Goucha R, Jaafoura M, et al. Value of Electron
Microscopy in the Diagnosis of Glomerular Diseases. Ultrastructural
Pathology. 2010, 34(2),49-61.

65. Hernandez Sampieri, Roberto; et al. Metodologia de la
Investigacion. 62. ed. McGraw-Hill. México, D.F., 2014. p 92 -174.

66. Dako. HercepTest para tincion inmunohistoquimica en

Autostainer. 202. ed. Dinamarca., 2016. p15.

67. Skepper J. N. Immunocytochemical strategies for electron
microscopy: choice or compromise. Journal of Microscopy. 2000;
199:1-36.

68. Romero G. Microscopia Electrénica de Transmision (MET). Area
biomédica: Teoria y practica. Bogota, D.C., Colombia: Academia de

Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. 2003.

69. Romero G. Microscopia Electrénica de Transmision (MET). Area
biomédica: Teoria y practica. Bogota, D.C., Colombia: Academia de

Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. 2003.

70. Coates AS, Winer EP, Goldhirsch A, Gelber RD, Gnant M,

110



Piccart-Gebhart M, et al. Tailoring therapies--improving the
management of early breast cancer: St Gallen International Expert
Consensus on the Primary Therapy of Early Breast Cancer 2015. Ann
Oncol. 2015 Aug;26(8):1533-46.

111



Anexo 1. Sistema de visualizacion. Protocolo para los receptores hormonales
(RE y RP).
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Anexo 2. Sistema de visualizacion. Protocolo para el HER2/neu y el Ki-67.
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Anexo 3. Registro de preparacion de muestras para MET.
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Anexo 4. Instrumento de medicion para IHQ.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS HISTOPATOLOGICOS
CARCINOMA INVASIVO DE MAMA

Lateralidad del espécimen:
Derecha

Izquierda

Sitio del tumor (posicion del reloj): horas.

No especificado

Tamano del tumor: Dimensién del mayor foco invasivo cm.

Grado histolégico (Clasificacion Histolégica de Nottingham):
Grado 1 (Bien diferenciado)
Grado 2 (Poco diferenciado)

Grado 3 (Indiferenciado)

Focalidad tumoral:
Foco unico

Multifocal

Carcinoma Ductal in Situ (DCIS):
No identificado
Presente

Ausente
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Necrosis:
No identificada
Presente

Ausente

Invasion linfovascular:
No identificada
Presente

No puede ser determinada

Invasion linfovascular dérmica: Microcalcificaciones:
No identificada Presente
Presente No identificadas

No puede ser determinada

BIOMARCADORES DE LA BIOPSIA PREVIA

Receptor de Estrogenos (RE): Receptor de Progesterona (RP):
Negativo __ Negativo
Positvo % _ Positvo %
HER2: HER2 (Hibridacioén in Situ)
_ Negativo (0) _ Positivo
____ Negativo (1+) ____ Negativo
______Indeterminado (2+) _____Indeterminado

Positivo (3+)

Ki-67: positividad nuclear %
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Anexo 5. Instrumento de medicion para IHQ. Caso 1 (C1).
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Anexo 6. Instrumento de medicion para IHQ. Caso 2 (F1).
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Anexo 7. Instrumento de medicion para IHQ. Caso 3 (G2).
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Anexo 8. Instrumento de medicion para IHQ. Caso 4 (H1).
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Anexo 9. Instrumento de medicion para MET.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS PARA
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

N° de identificacion de la prueba: MET-

Fecha de diagnéstico IHQ: / /

Fecha de la recepcion para MET: / /

Descripcion macroscopica:

Localizacion del tumor:

Posicion del reloj: horas.
No especificado

Descripcion microscépica:

Fijacion de la muestra:

Fecha: / /

Fijador 1 Tiempo
Solucién tampon Tiempo
Fijador 2 Tiempo
Agente deshidratante (%) Tiempo
Resina (tipo) Tiempo

Tiempo de polimerizacion:

Observaciones:

Tallado del taco de resina:

Rétulo del taco: Tipo de cuchilla:
Grillas (Mesh): Nombre de portamuestras:
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Observaciones:

Contraste:

Acetato de uranilo;
Citrato de plomo:

Observaciones

Tiempo
Tiempo

Visualizacion:

Cantidad

Resolucién

Descripcion

Nombre del proyecto: Aplicacion de la microscopia electrénica y la inmunohistoquimica para el estudio de los dos
subtipos mas frecuentes de carcinomas de la glandula mamaria en el Hospital Dr. Maximiliano Peralta Jiménez de la

provincia de Cartago, Costa Rica, durante el primer semestre del afio 2021
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Anexo 10. Instrumento de medicion para MET. Caso 1 (C1).
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Anexo 11. Instrumento de medicion para MET. Caso 2 (F1).
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Anexo 12. Instrumento de medicion para MET. Caso 3 (G2).
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Anexo 13. Instrumento de medicion para MET. Caso 4 (H1).
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Anexo 14. Inserto de HER2/neu
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Anexo 15. Inserto de Ki-67.

Indicaciones de uso

Introduccién

ce

Monoclonal Mouse
Anti-Human

Ki-67 Antigen

Clon MIB-1

N° de catalogo M7240

Para uso diagnéstico in vitro.

Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen, Clon MIB-1, esta indicado para su uso en inmunohistoquimica. Con
mas de 400 citas en la literatura médica, el anticuerpo MIB-1 ha sido establecido ahora como un anticuerpo
monoclonal murino de referencia para la identificacion del antigeno Ki-67 en muestras incluidas en parafina, fijadas
en formol. En histopatologia diagnéstica y biologia celular, el anticuerpo se ha mostrado valioso para la
identificacion del antigeno Ki-67 en células normales y neoplasicas, por ejemplo, en el sarcoma de tejidos blandos
(1), adenocarcinoma prostatico (2) y carcinoma de mama (3). La interpretacion clinica de los resultados de
cualquier tincién, o su ausencia, debe complementarse con estudios morfolégicos con controles adecuadosy
debe evaluarla un patologo calificado dentro del contexto de la historia clinica del paciente y de otras pruebas
diagndsticas.

El antigeno Ki-67 es una proteina nuclear que se define por su reactividad con el anticuerpo monoclonal del clon
Ki-67 (4). Se han identificado dos isoformas, de 345 y 395 kDa respectivamente (5). El antigeno Ki-67 se expresa
predominantemente durante todas las fases activas del ciclo celular (fases G4, S, G,y M), estando ausente en las
células en reposo (fase Gy) (4). Durante la interfase, el antigeno se detecta exclusivamente dentro del ntcleo,
mientras que durante la mitosis la mayoria de la proteina detectada esta localizada en la superficie de los
cromosomas. El antigeno se degrada rapidamente conforme la célula entra en su estado no proliferativo (6), y
parece que no existe expresion del Ki-67 durante los procesos de reparacion del ADN (7).

Reactivos suministrados Anticuerpo monoclonal murino suministrado en forma liquida como sobrenadante de cultivo celular dializado en Tris/HCI

Inmunégeno

Especificidad

Precauciones

Almacenamiento

Preparacion de
las muestras

0,05 mol/L, seroalbumina bovina al 1%, pH 7,2 y con un contenido en NaN;de 15 mmol/L.
Clon: MIB-1(8). Isotipo: IgG1, kappa. Concentracién
de Ig murina: ver la etiqueta del vial.

La concentracion de proteina puede variar de un lote a otro, pero este cambio no afecta a la dilucién 6ptima de
uso. El titulo de cada lote se compara y ajusta mediante un lote de referencia para asegurar que el resultado de
la tincién inmunohistoquimica sea consistente entre los distintos lotes.

Péptido recombinante humano que se corresponde con un fragmento de cADN de Ki-67 de 1002 pb (8).

Cuando se aplica la técnica Western blotting a lisados de la linea celular de mieloma mudltiple IM-9, el anticuerpo
MIB-1 marca a una banda de 345 kDay a otra banda de 395 kDa, idénticas a las bandas marcadas por el anticuerpo
anti-Ki-67 original. Es mas, el Western blotting y los experimentos de unién competitiva demuestran claramente
que el MIB-1, al igual que el anticuerpo anti-Ki-67 original, reacciona con un epitopo codificado por unelemento
repetitivo de 66 pb presente en el gen del Ki-67. En inmunohistoquimica, los anticuerpos MIB-1y anti-Ki- 67 muestran
idénticos patrones de tincion en secciones congeladas de amigdalas en serie (8). El anticuerpo MIB-1 reconoce al
antigeno Ki-67 nativo y a fragmentos recombinantes de la molécula de Ki-67(8).

Como se demuestra mediante inmunohistoquimica, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con proteina
equivalente a la Ki-67 en diversos mamiferos, incluyendo vaca, perro, caballo, oveja (6) y cerdo.

1. Para uso por profesionales.

2. Este producto contiene azida sodica (NaN;), un compuesto altamente téxico en su forma pura. A las
concentraciones en que esta presente en el producto, aunque no se clasifican como peligrosas, la azida soédica
puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre, formando acumulaciones de azidas metélicas altamente
explosivas. Tras desechar el producto, abra el grifo y deje que salga abundante agua para despejar las cafierias
de cualquier acumulacion de azidas.

3. Como con cualquier producto derivado de fuentes bioldgicas, deben utilizarse los procedimientos de
manipulacién apropiados.

4. Utilice el equipo de proteccién personal adecuado para evitar el contacto con los ojos y la piel.

5. La solucion que no se utilice debera desecharse de acuerdo con las normativas locales, provinciales y
nacionales.

Almacenar a 2-8 °C. No utilizar después de la fech a de caducidad impresa en el vial. Si los reactivos se almacenan
en condiciones diferentes a las especificadas, el usuario debe comprobarlas. No existen signos evidentes que
indiquen inestabilidad de este producto. Por lo tanto, los controles positivo y negativo deberan analizarse de
manera simultanea con las muestras del paciente. En caso de observarse una coloracion inesperada que no pueda
ser explicada por las variaciones en los procedimientos del laboratorio y se sospeche un problema con el
anticuerpo, contactese con la Asistencia Técnica de Dako.

Secciones de parafina: el anticuerpo puede utilizarse para marcar secciones de tejido incluidas en parafina fijadas
en formol.
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Pretratamiento: se requiere el pretratamiento de las secciones de tejido incluidas en parafina y fijadas en formol
con epitopo de recuperacion inducido por calor (HIER). Los mejores resultados se obtienen al tratar los tejidos con
HIER usando Dako Target Retrieval Solution, Low pH (10x) (n2de catalogo S1699) diluido o EnVision™ FLEX Target
Retrieval Solution, Low pH (50x) (n2 de catalogo K8005) diluido durante 20 minutos. Las seccionesde tejido no deben
secarse durante el tratamiento ni durante el procedimiento de tincién inmunohistoquimica posterior.

Secciones congeladas y preparaciones celulares: el anticuerpo puede utilizarse para marcar secciones
congeladas fijadas en acetona y frotis de células fijados.

Procedimiento de tincion Dilucion: Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen, nimero de catdlogo M7240, puede utilizarse a unrango de

Limitaciones especificas
del producto

dilucién de 1:75-1:150 al aplicarlo en cortes de amigdala humana o mucosa intestinal humana fijados con formol
e incluidos en parafina, con una recuperacion del epitopo inducida por calor de 20 minutos en Target Retrieval
Solution, Low pH (n2 de catalogo S1699/K8005), y una incubacién de 20 minutos a temperatura ambiente con el
anticuerpo primario. Las condiciones 6ptimas pueden variar segun la muestra y el método de preparacion, por lo
que deberan determinarse individualmente en cada laboratorio. El control negativo recomendado es Dako Mouse
1gG1, numero de catalogo X0931, diluido a la misma concentracion de IgG de ratén que el anticuerpo primario. A
menos que se haya establecido la estabilidad del anticuerpo diluido y del control negativo en el procedimiento de
tincion propiamente dicho, se recomienda diluir estos reactivos inmediatamente antes de su uso, o bien diluirlos
con Dako Antibody Diluent, n? de catalogo S0809. Los controles positivo y negativo deberan realizarse de manera
simultanea con la muestra del paciente.

Visualizacién: el sistema de visualizacion recomendado es EnVision™ FLEX, High pH (n? de catalogo
K8000/K8010) o Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (n? de
catalogo K5007*) con una incubacion de 20 minutos a temperatura ambiente. Siga el procedimiento incluido con
el kit de visualizacion.

Nota: utilice Dako Target Retrieval Solution, Low pH (10x) (n? de catalogo S1699) diluido EnVision™ FLEX Target
Retrieval Solution, Low pH (50x) (n? de catalogo K8005) diluido para la HIER.

*K5007 no esta disponible en los Estados Unidos.

Automatizacion: el anticuerpo es adecuado para la tincion inmunohistoquimica mediante plataformas
automatizadas tales como Dako Autostainer y Autostainer Link 48.

En inmunohistoquimica se ha observado un marcado ocasional de componentes de los tejidos en las paredes
de los vasos y en el estroma pancreatico.

Caracteristicas de tincion Las células marcadas por el anticuerpo muestran un patrén de tinciéon nuclear, excepto en las células mitéticas, en
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las que el anticuerpo marca a los cromosomas y al citoplasma.

Tejidos normales: en el intestino delgado y el colon, el anticuerpo marca a las células del cuello y a las células
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Anexo 16. Inserto de Receptor de Estrégenos.

Uso previsto

c€

FLEX

Monoclonal Mouse

Anti-Human

Estrogen Receptor a

Clon 1D5

Ready-to-Use

(Dako Autostainer/Autostainer Plus)

N° de catalogo 1S657

Para uso en diagnéstico in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen Receptor a, Clone 1D5, Ready-to-Use (DakoAutostainer/Autostainer
Plusesta indicado para su uso en inmunohistoquimica junto con los instrumentos Dako Autostainer/Autostainer Plus. El
anticuerpo marca las células a-positivas del receptor del estrégeno y resulta de utilidad para la evaluacién del estado del
receptor de estrogeno en carcinomas de mama humanos (1-3). La interpretacién de los resultados de cualquier tincion
o0 su ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos con controles adecuados y debe evaluarla un
anatomopatélogo cualificado en el contexto de la historia clinica del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Sinénimos del antigeno ERa

Resumen
y explicacion

Reactivo
suministrado

Inmunégeno

Especificidad

Precauciones

Los receptores de esteroides muestran un alto grado de afinidad y especificidad por sus ligandos. El receptor de
estrégeno humano (ER) es una proteina dimérica de 65 kDa localizada principalmente en los nucleos celulares y que
pertenece a una clase de proteinas transactivadoras que estimulan la transcripciéon mediante la unién a elementos de
ADN especificos, también conocidos como elementos de respuesta hormonal. Mediante la union del estrégeno, el ER
es inducido a estimular la transcripcion de genes, por lo cual también es conocido como factor potenciador inducible
(4, 5).

Los estudios histéricos han demostrado que la presencia del ER guarda relacion con la evolucién sin tratamiento (es
decir, pronéstico de carcinoma mamario invasivo bien diferenciado) y con la respuesta al tratamiento antihormonal(p.
ej. tamoxifeno). Se ha observado que en animales los estrégenos se concentran preferentemente en los 6rganos a los
que el estrogeno se dirige selectivamente y en el carcinoma mamario humano y esta bien documentado que el ER
media los efectos mitégenos del estrogeno. Las investigaciones sobre los mecanismos bioldgicos del crecimiento del
carcinoma mamario han hallado que el porcentaje de crecimiento depende de la presencia de estr6geno o
progesterona, o de ambos, en la mayor parte de los carcinomas mamarios (5). Asi, la presencia del receptor de
estrégeno en los carcinomas mamarios se considera un factor pronéstico y predictivo validado para aplicar tratamiento
antihormonal al paciente (5, 6).

Consulte las General Instructions for Immunohistochemical Staining de Dako o las instrucciones del sistema de
deteccion de los procedimientos de IHQ para: 1) Principio del procedimiento, 2) Material necesario, pero no
suministrado, 3) Almacenamiento, 4) Preparacion de la muestra, 5) Procedimiento de tincion, 6) Control de calidad,
7) Solucién de problemas, 8) Interpretacion de la tincion y 9) Limitaciones generales.

Anticuerpo monoclonal de ratén listo para usar suministrado en forma liquida en un tampo6n que contiene proteina
estabilizadora y 0,015 mol/L de azida de sodio.

Clon: 1D5 (7). Isotipo: IgG1, kappa.
Receptor de estrégeno humano recombinante soluble (7).

El anticuerpo reacciona de forma especifica con ERa y no muestra reaccién con ER (8, 9). El epitopo se encuentra en el
dominio terminal N (region A/B) de ERa. En inmunotransferencia de Western en la que se emplean extractos proteicos de
células COS transferidas con un plasmido véctor en que el que se expresaba ER, la estirpe celular del cAncer de mama
humano MCF-7 y el tejido endometrial humano, el anticuerpo marca un polipéptido de aproximadamente 67 kDa que
corresponde a ER. No se observé ninguna marca en células COS transferidas con plasmidos que contuvieran un mutante
borrado del que faltaran secuencias que codificasen para la regién A/B de ER (7).

El anticuerpo reacciona con la proteina equivalente a ERa en ratas (8), segun puso de manifiesto la
inmunohistoquimica.

1. Para usuarios profesionales.

2. Este producto contiene azida de sodio (NaN3), un compuesto quimico altamente téxico en su forma pura. Aunque a
las concentraciones presentes en el producto no esta clasificada como peligrosa, la azida de sodio puede reaccionar
con caferias de plomo y cobre formando acumulaciones de azidas metdlicas altamente explosivas. Una vez
desechado el producto, deje correr abundante cantidad de agua para evitar acumulaciones de azidas metalicasen
las cafierias.

3. Aligual que con cualquier producto derivado de fuentes bioldgicas, deberan aplicarse los procedimientos
adecuados de manejo.

4. Utilice el equipo de proteccion personal adecuado para evitar el contacto con los ojos y la piel.
5. Lasolucion no utilizada debe desecharse con arreglo a las normativas locales, provinciales y nacionales.
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Almacenamiento

Preparacion de
las muestras
incluido material
necesario, pero
nosuministrado

Procedimiento
de tincion
incluido material
Necesario, pero
no suministrado

Almacenar a 2-8 °C. No utilizar después de la fecha de caducidad impresa en el vial. Silos reactivos se almacenan en
condiciones diferentes a las especificadas, el usuario debe comprobarlas. No existen signos evidentes que indiquenla
inestabilidad de este producto. Por lo tanto, los controles positivo y negativo deberan realizarse de manera simultanea
con las muestras del paciente. En caso de observarse una coloracién inesperada que no pueda explicarsepor las
variaciones en los procedimientos del laboratorio y se sospeche de la existencia de un problema con un anticuerpo,
contactese con la Asistencia Técnica de Dako.

El anticuerpo puede utilizarse para marcar cortes de tejido fijados con formol e incluidos en parafina. Las muestras
de tejido deben cortarse en secciones de aproximadamente 4 um.

Se requiere el tratamiento previo con recuperacién del epitopo inducida por calor (HIER) usando Dako PT Link (n2 de
catalogo PT100/PT101). Para mas detalles, consulte la Guia del usuario de PT Link. Se recomienda pretratar los tejidos
con EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (n? de catalogo K8004) durante 20 minutos a 97 °C
seguidos de 5 minutos en EnVision™ FLEX Wash Buffer (n? de catalogo K8007).

Cortes incluidos en parafina: se recomienda el tratamiento previo de los cortes de tejido, fijados en formol e incluidos
en parafina usando el procedimiento de preparacion de la muestra 3 en 1 para Dako PT Link. Siga el procedimiento
de tratamiento previo explicado en el prospecto de Envision™ FLEX + Mouse High pH (Dako Autostainer/Autostainer
Plus) (n? de catalogo K8012). Nota: después de la tincion, se deben deshidratar, enjuagar y montar los cortes usando
un medio de montaje permanente.

Los cortes de tejido no se deben secar durante el tratamiento ni durante el siguiente procedimiento de tinciéon
inmunohistoquimica.

El sistema de visualizacion recomendado es EnVision™ FLEX+ Mouse, High pH (Dako Autostainer/Autostainer Plus)
(n2 de catalogo K8012) empleado de acuerdo con el protocolo que se especifica a continuacion. Los reactivos deberan
diluirse adecuadamente antes de su uso. Todos los pasos se deben realizar a temperatura ambiente (20-25

°C).

1. Incube el corte de tejido con 200 pL de EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (n? de catalogo K8010)
durante 5 (1) minutos

2. Enjuague en EnVision™ FLEX Wash Buffer (n? de catalogo K8007) durante 1-5 minutos

3. Incube el corte de tejido con 200 pL de anticuerpo primario (n2 de catalogo 1IS657) durante 20 (+1) minutos

4. Enjuague en EnVision™ FLEX Wash Buffer (n? de catalogo K8007) durante 1-5 minutos

5. Incube el corte de tejido con 200 pL de EnVision™ FLEX+ Mouse (LINKER) (n2 de catdlogo K8022) durante 15
(1) minutos

6. Enjuague en EnVision™ FLEX Wash Buffer (n2 de catdlogo K8007) durante 1-5minutos

7. Incube el corte de tejido con 200 pL de EnVision™ FLEX/HRP (n2 de catalogo DM802) durante 20 (+1) minutos
8. Enjuague en EnVision™ FLEX Wash Buffer (n? de catalogo K8007) durante 1-5 minutos

9. Incube el corte de tejido con 200 pL de EnVision™ FLEX Wash Buffer (n°de catalogo K8007) durante 5 (+1) minutos
10. Enjuague en EnVision™ FLEX Wash Buffer (n? de catalogo K8007) durante 1-5 minutos

11. Incube el corte de tejido con 400 pL de EnVision™ FLEX Substrate Working Solution (n2 de catalogo DM823 y
DM827) durante 10 (1) minutos

12. Enjuague en EnVision™ FLEX Wash Buffer (n? de catalogo K8007) durante 1-5 minutos

13. Contratifia el portaobjetos con EnVision™ FLEX Hematoxylin (n? de catalogo K8018) durante 5 (+1) minutos
14. Enjuague en agua desionizada durante 1-5 minutos

15. Incube el corte de tejido con 200 pL de EnVision™ FLEX Wash Buffer (n2 de catalogo K8007) durante 5 (+1) minutos
16. Enjuague en agua desionizada durante 1-5 minutos

17. Monte los portaobjetos en un medio de montaje permanente.
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Interpretacion
de la tincion

Limitaciones
del producto

Caracteristicas
de resultados

Tabla de programacion para el ensayo recomendado:

Todos los pasos de incubacion deben realizarse a temperatura ambiente. Consulte el Manual del usuario para mas
detalles sobre el instrumento correspondiente. El paso Auxiliar debe configurarse a “tampon de enjuague” en sesiones
de tincion con <10 portaobjetos. En el caso de sesiones de tincién con > 10 portaobjetos, el paso Auxiliary debe
configurarse a "none”. De esta manera se aseguran tiempos de lavado semejantes.

Se recomienda realizar los controles positivo y negativo de manera simultdnea empleando el mismo protocolo que para
las muestras del paciente. El tejido de control positivo debe incluir el cuello uterino y las células y estructuras deben
mostrar patrones de reaccion como se describe para este tejido en "Caracteristicas de resultados" en todas lasmuestras
positivas. El reactivo de control negativo recomendado es FLEX Negative Control, Mouse (Dako
Autostainer/Autostainer Plus) (n2 de catalogo 1S750).

Las células marcadas con el anticuerpo muestran una tincion nuclear. Las marcas citoplasmaticas, en caso de que se
observen, se deberan considerar como no especificas. En las evaluaciones positivas se han informado de valores limite
comprendidos entre >0% y 45% (10-18).

1. Los resultados falso negativos podrian ser causados por la degradacion del antigeno en los tejidos con el
transcurso del tiempo. Las muestras deben tefiirse dentro de los 2 meses siguientes al montaje de los tejidos
en los portaobjetos, cuando se almacenan a temperatura ambiente (19).

2. Para obtener resultados 6ptimos y reproducibles, la proteina ER requiere la recuperacion del epitopo inducida por
calor (HIER) cuando los tejidos se fijan de la forma habitual (formol tamponado neutro) y se incluyen enparafina.

3. No se ha validado el empleo del Dako Monoclonal Mouse Anti-Human ERa, Clone 1D5, en tejidos con otros
fijadores que el formol.

4. Los parametros preanaliticos, incluidos la fijacion y el procesamiento de tejidos, pueden influir en las condiciones
del procedimiento de tincion.

Tejidos normales: en el cuello del uUtero, las células epiteliales escamosas y las células estromales muestran una
reaccion nuclear de moderada a fuerte, y las células escamosas superficiales e intermedias muestran una reaccion a
la tinciéon nuclear de moderada a débil. Se ha probado el anticuerpo en una amplia gama de tejidos normales diferentes.
Se observa marcado nuclear positivo en la glandula mamaria, la amigdala (tincion focal débil de las células epiteliales
escamosas Yy células del centro germinativo), el Gtero (endometrio) y las células de revestimiento mesenquimales y
alveolares del pulmon. En ocasiones quedan marcados los granulocitos, los macréfagos y las células estromales
fibromusculares de la prostata en el citoplasma. Se ha observado ocasionalmente la tincién no especifica de tejido
necrotico y secreciones pulmonares (20).

Tejidos anormales: numerosos estudios en secciones de tejido de cadncer de mama fijados con formol e incluidos con
parafina han puesto de manifiesto que el Anti-ERa, clon 1D5, resulta fiable y eficaz cuando se trata de evidenciar el
estado de la ERa (1, 2, 21, 22). El anticuerpo permite asimismo pronosticar de forma precisa la respuesta a los
tratamientos endocrinos (2, 21, 22). Se han presentado unos datos de sensibilidad del 90% (2) y el 89% (21), y datos
de especificidad del 51% (2) y el 73% (21) al comparar el marcado de los anticuerpos con la respuesta al tratamiento
con tamoxifeno. En (2), se utilizé un indice H con una referencia arbitraria para la positividad de 50, mientras que en
(21) se utilizd un punto de referencia del 10% de células positivas. En otro estudio, el anticuerpo marcé 10/25
insulinomas pancreaticos (23). En algunos casos han quedado marcados tumores linfoides y neoplasias no linfoides,
como los melanomas.
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Anexo 17. Inserto de Receptor de Progesterona.

Uso previsto

Sinénimo del
antigeno

Resumen
y explicacién

Reactivo
suministrado

Inmunégeno

Especificidad

Precauciones

Almacenamiento

Cce

FLEX

Monoclonal Mouse

Anti-Human

Progesterone Receptor

Clone PgR 636

Ready-to-Use

(Dako Autostainer/Autostainer Plus)

N.° de catalogo I1S068

Para uso diagnéstico in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Progesterone Receptor, Clone PgR 636, Ready-to-Use, (Dako
Autostainer/Autostainer Plus), estd destinado para su uso en inmunohistoquimica junto con EnVision FLEX+, el kit
de visualizacién High pH en instrumentos Autostainer/Autostainer Plus para detectar de forma semicuantitativa el
receptor de la progesterona humana en carcinoma de mama humano en parafina y fijado con formol. Este anticuerpo
marca las células positivas para receptor de progesterona y permite evaluar el estado de los receptores de la
progesterona en los carcinomas mamarios humanos.

La interpretacion de los resultados de cualquier tincion, o su ausencia, debe complementarse mediante estudios
morfolégicos con controles adecuados y debe evaluarla un anatomopatdlogo cualificado en el contexto de la historia
clinica del paciente y de otras pruebas diagnosticas.

PR

El papel de los receptores hormonales de esteroides en el cancer de mama es bien conocido (1,2). La ausencia
de receptores de estrogeno (ER) y receptores de progesterona (PR) pronostica una recurrencia precoz y una escasa
supervivencia de pacientes con cancer de mama (3-6). Asimismo, la presencia de ER y PR en tumores pronostica
la posibilidad de beneficiarse con tamoxifeno y otros tratamientos endocrinos. La medicién de ER y PR puede
determinarse semicuantitativamente utilizando IHC, o cuantitativamente utilizando DCC o EIA. La correlacién entre
las evaluaciones semicuantitativa y cuantitativa de PR oscil6 entre el 73 y el 91%, segun el laboratorio y el anticuerpo
utilizado (7-9).

Consulte el documento de Dako General Instructions for Immunohistochemical Staining (Instrucciones generales
para la tincién inmunohistoquimica) o las instrucciones del sistema de deteccién de los procedimientos de IHC para:
1; Principio del procedimiento, 2) Material necesario, pero no suministrado, 3) Almacenamiento,

2) Preparacion de las muestras, 5) Procedimiento de tincion, 6) Control de calidad, 7) Solucién de problemas,
8) Interpretacion de la tincion, 9) Limitaciones generales.

El anticuerpo monoclonal de ratén listo para su uso se suministra en forma liquida en una solucién tampén que
contiene proteina estabilizante y 0,015 mol/l de NaNs.

Clon: PgR 636 (10) Isotipo: IgG1, kappa

Recombinante de forma A de longitud total, fijado en formol, de receptor de progesterona humana (10)

Se ha demostrado que el anti-PR, PgR 636 reacciona con las formas PR-A y PR-B por transferencia de Western de
extractos de células completas, reaccionando tanto con el PR libre como ligado a hormonas (10). El epitopo ha sido
mapeado al dominio aminoterminal compartido por PR-A y PR-B.

1. Para uso en diagnoéstico in vitro.

2. Parausuarios profesionales.

3. Este producto contiene azida sodica (NaNs), un compuesto quimico altamente téxico en su forma pura. A las
concentraciones en las que esta presente en el producto, aunque no se clasifican como peligrosas, la azida
sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre, lo que formara acumulaciones de azidas metalicas
muy explosivas. Tras desechar el producto, abra el grifo y deje que salga abundante agua para despejar las
caferias de cualquier acumulacion de azidas.

4. Como con cualquier producto derivado de fuentes bioldgicas, deben utilizarse los procedimientos de
manipulacion apropiados.

5. Utilice el equipo de proteccién personal adecuado para evitar el contacto con los ojos y la piel.

6. La solucion no utilizada debe desecharse de acuerdo con las normativas locales, nacionales y de laUE.

Almacenar a una temperatura de 2-8 °C. No debe util izarse después de la fecha de caducidad que aparece impresa
en el vial. Si los reactivos se almacenan en condiciones diferentes a las especificadas, el usuario debe comprobarlas.
No existen signos evidentes que indiquen inestabilidad en este producto. Por lo tanto, los controles positivo y
negativo deberan realizarse de manera simultanea con las muestras del paciente. Si observa tinciones inesperadas
que no puedan atribuirse a las variaciones en los procedimientos de laboratorio y se sospecha que existe un
problema con el anticuerpo, pongase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Dako.
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Preparacion de las
muestras

incluido material
necesario, pero
no suministrado

Procedimiento de
tincion

incluido material
necesario, pero
no suministrado

Interpretacion de
la tincién

Limitaciones
especificas del
producto

Caracteristicas de
resultados

Cortes de parafina: el anticuerpo se puede utilizar para marcar cortes de tejido en parafina y fijados en formol.
Las muestras de tejido deben cortarse en secciones de aproximadamente 4 pum.

Pretratamiento: se requiere el pretratamiento de cortes de tejidos en parafina y fijados en formol. Se obtienen
resultados optimos al pretratar los tejidos mediante HIER con EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH
(50x) diluido (n.2 de catalogo K8012/K8004). El desparafinado, rehidratacion y recuperacion del epitopo se puede
realizar en Dako PT Link (n.2 de catalogo PT100/PT101/PT200). Para mas detalles, consulte la Guia del usuario
de PT Link. Para PT Link se deben aplicar los siguientes parametros: temperatura de precalentamiento: 65 °C;
temperatura y tiempo de recuperacion del epitopo: 97 °Cpara 20 (+1) minutos; enfriar a 65 °C. Extraig a la gradilla de
portaobjetos del tanque PT e introduzca los portaobjetos inmediatamente en un bote o tanque (p. €]., PT Link Rinse
Station, n.2 de catalogo PT109) que contenga EnVision FLEX Wash Buffer (20x), diluido y a temperatura ambiente
(n.2 de catalogo K8007). Deje los portaobjetos en Wash Buffer durante 1-5 minutos.

Los cortes de tejidos no deben secarse durante el proceso de pretratamiento ni durante el posterior procedimiento
de tincién inmunohistoquimica. Para una mejor adherencia de los cortes de tejidos a los portaobjetos de vidrio, se
recomienda el uso de FLEX IHC Microscope Slides (n.2 de catalogo K8020). Después de la tincion, se deben
deshidratar, enjuagar y montar los cortes usando un medio de montaje permanente.

El sistema de visualizacién recomendado es EnVision FLEX+, Mouse, High pH (n.2 de catalogo K8012). Los pasos
de tincion y los tiempos de incubacion han sido preprogramados en el software de los instrumentos Dako
Autostainer/Autostainer Plus usando los siguientes protocolos:

Plantilla del protocolo: FLEXRTU2 (volumen de dispensacion 200 pl) o FLEXRTU3 (volumen de dispensacién 300
M)
Autoprograma: PR (sin contratincion) o Autoprograma: PRH (con contratincion)

El paso auxiliar debe configurarse a “tampon de enjuague” en sesiones de tincion con <10 portaobjetos. En el caso
de sesiones de tincion con >10 portaobjetos, el paso auxiliar debe configurarse a "ninguno”. De esta manera se
aseguran tiempos de lavado semejantes.

Todos los pasos de incubacion deben realizarse a temperatura ambiente. Consulte el Manual del usuario para mas
detalles sobre el instrumento correspondiente. Si todavia no estan disponibles los protocolos en el instrumento Dako
Autostainer utilizado, comuniquese con el servicio técnico de Dako.

Se recomienda la contratincién en hematoxilina usando EnVision FLEX Hematoxylin (Dako Autostainer/Autostainer
Plus) (n.2 de catalogo K8018). Se recomienda un medio de montaje no acuoso y permanente.

Los controles positivo y negativo deberan realizarse de manera simultanea empleando el mismo protocolo que para
las muestras del paciente. El tejido de control positivo debe incluir células epiteliales columnares, células epiteliales
escamosas basales y células estromales, y las células/estructuras deben exhibir patrones de reaccion como se
describe para este tejido en “Caracteristicas de resultados” en todas las muestras positivas. El reactivo de control
nSega(t)i)vo recomendado es FLEX Negative Control, Mouse (Dako Autostainer/Autostainer Plus) (n.2 de catalogo
IS75

El patron de tincion celular es nuclear. Si se observa marcado citoplasmatico debe considerarse como no especifico.
Un resultado positivo se define como tinciéon nuclear en 21% de células tumorales sea cual sea la intensidad de la
tincion. Una medida que se adecua a la recomendacion de ASCO/CAP, que establece la obtencion de un punto de
referencia 21% de células tumorales positivas para poder realizar una evaluacion positiva (11).

1. Es posible que la degradacién del antigeno en los tejidos provocase con el tiempo resultados falsos negativos.
Las muestras deben tefirse dentro de los 2 meses siguientes al montaje de los tejidos en los portaobjetos,
cuando se almacenan a temperatura ambiente (12).

2. Los linfocitos y las células estromales pueden exhibir una tincion positiva con el anticuerpo FLEX Monoclonal
Mouse IAntli:;ll;leuman PR clone PgR 636 y no debe interpretarse o considerarse que se trata de tincion de células
tumorales PR.

3. Para obtener resultados 6ptimos y reproducibles, la proteina PR requiere recuperacion diana cuando los
tejidos se fijan de manera estandar (formol tamponado neutro) y se incluyen en parafina.
4. Elempleo de Dako Anti-PR, Clone PgR 636 en tejidos con fijadores diferentes al formol no ha sido validado.

Precisién: se recogieron para ser analizados cortes en serie de cada uno de los doce bloques diferentes de
carcinoma de mama, en parafina y fijados en formol que representaban un intervalo dinamico de expresion de PR.
Los analisis se realizaron de la siguiente forma:

Precisién intraandlisis: siguiendo el protocolo estandar para EnVision FLEX+, High pH, se tifieron tres secciones de
cada bloque de tejido con Anti-PR, Clone PgR 636. Simultaneamente se tifid una seccién de cada bloque con un
reactivo de control negativo.

Precision interanalisis: el procedimiento anterior se repitio en cinco dias no consecutivos; en cada una de las cinco
ocasiones se tind una seccién de cada bloque de tejido. Simultdneamente se tifid una seccion de cada bloque de
tejido con un reactivo de control negativo.

Precision interinstrumento: durante la tincién de un total de tres secciones de cada bloque de tejido, el procedimiento
descrito se realizé en tres instrumentos Autostainer diferentes por parte de tres operadores diferentes.
Simultaneamente se tifi6 un portaobjetos de cada blogue de tejido con un reactivo de control negativo.

Los experimentos de precision con Anti-PR, Clone PgR 636 arrojaron resultados consistentes con las pruebas
intraensayo, interensayo e interinstrumento. 'Se mantuvieron las mismas condiciones de analisis durante todo el
estudio, y entre un analisis y otro se conservaron los reactivos a una temperatura de entre 2y 8 °C.

Tejidos normales: la Tabla 1 contiene un resumen de la inmunorreactividad de Anti-PR, Clone PgR 636 en el panel
recomendado para tejidos normales. Todos los tejidos se fijaron con formol y se incluyeron en parafina, y se tiferon
con Anti- PR, Clone PgR 636, segun las instrucciones del prospecto. Se observo tincion citoplasmatica con Anti-PR,
Clone PgR 636 en diferentes elementos de tejido que incluyen el epitelio, el estroma, las células intersticiales y las
células inflamatorias. Aunque se observé tincion citoplasmatica, no se consideré un signo para diagnostico de
acuerdo con el uso previsto de este anticuerpo.
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Tabla 1: Resumen de la reactividad del Anti-PR, Clone PgR 636 en tejido normal

Tipo de tejido
(n.° analizado)

Elementos tisulares
positivos

Tipo de tejido
(n.° analizado)

Elementos tisulares
positivos

Suprarrenal (3)

1/3 células en la zona glomerular
(50%), nuclear

Nervio, periférico (3)

0/3

1/3 células en la zona glomerular
(50%), nuclear

Ovario (3)

3/3 células estromales (50-70%),
nuclear

Médula 6sea (3)

0/3

Pancreas (3)

2/3 islotes pancreaticos de
Langerhans (50-90%), nuclear

nuclear

Mamario (3) 2/3 células epiteliales glandulares Paratiroides (3) 3/3 células epiteliales glandulares
(50-90%), nuclear (1-10%), nuclear

Cerebelo (3) 0/3 Hipdfisis (3) 3/3 células glandulares pituitarias
(1-40%), nuclear

Cerebro (3) 1/3 células meningeas (100%), Préstata (3) 3/3 células estromales (30-80%),

nuclear

Cuello uterino (3)

3/3 células epiteliales (50-90%),
nuclear

Glandula salivar (3)

3/3 células epiteliales glandulares
(<1%-60%), nuclear

3/3 estroma, incluidas células
inflamatorias (50%), nuclear

Piel (3)

0/3

Colon (3) 1/3 células linfoides/inflamatorias Intestino delgado (3) 3/3 células estromales e
(10%), nuclear inflamatorias (30-50%), nuclear
1/3 células linfoides/inflamatorias Bazo (3) 0/3
(10%), nuclear

Esofago (3) 1/3 células estromales (50%), Estomago (3) 1/3 células intersticiales (20%),
nuclear nuclear

Rifién (3) 3/3 células intersticiales (1-5%), Testiculo (3) 3/3 células intersticiales (5-80%),
nuclear nuclear

Higado (3) 0/3 Timo (3) 0/3

Pulmén (3) 2/3 células intersticiales (1-10%), Tiroides (3) 0/3
nuclear
2/3 células inflamatorias (1-10%), Amigdala (3) 0/3
nuclear

Células mesoteliales (2) 0/2 Utero (2) 2/2 células epiteliales glandulares

(100%), nuclear

Musculo, cardiaco (3)

3/3 miocitos (30%), perinuclear

2/2 células estromales del
miometrio (100%), nuclear

Musculo, esquelético (3)

0/3

Comparacién del método: el analisis de Monoclonal Mouse Anti-Human PR, Clone PgR 636 se realizé con EnVision

FLEX+ de acuerdo con las pautas de ASCO/CAP (punto de referencia 21%) (11). Se realiz6é un analisis Anti-PR
(Clone 1294) utilizando el kit Dako ER/PR pharmDx y se puntué siguiendo las pautas de Allred descritas en el
prospecto. La tabla 2 contiene los datos obtenidos en la comparacién de métodos. Utilizando las respectivas pautas
de puntuacion, Monoclonal Mouse Anti-Human PR, Clone PgR 636 concordaba con los anticuerpos de PR del kit
Dako ER/PR pharmDx, que mostraban valores concordantes generales, positivos y negativos del 94,5%, 95,8% y
93,1%, respectivamente. La Tabla 3 muestra la comparacién de ambos ensayos cuando se puntua utilizando las

pautas de ASCO/CAP.

Tabla 2: Concordancia entre Anti-PR, Clone PgR 636 (ASCO/CAP) y el componente Anti-PR del kit ER/PR

pharmDx (Allred)

Componente anti-PR del kit ER/PR pharmDx
Positivos Negativos Total
m:gg‘z:z‘ Positivos 115 8 123
2.‘2"22?53’636 Negativos 5 108 113
Total 120 116 236

Tanto por ciento de concordancia de resultados positivos = 95,8% (IC del 95%: 91,1-96,8)
Tanto por ciento de concordancia de resultados negativos = 93,1% (IC del 95%: 90,5-96,7)
Tanto por ciento de concordancia general = 94,5% (IC del 95%: 90,8-96,8)
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Tabla 3: Concordancia entre Anti-PR, Clone PgR 636 (ASCO/CAP) y el componente Anti-PR del kit ER/PR
pharmDx (ASCO/CAP)

Componente anti-PR del kit ER/PR pharmDx
Positivos Negativos Total
mg::glx:“i‘i‘_ Positivos 115 8 123
g:g::':,gsb% Negativos 1 112 113
Total 116 120 236

Tanto por ciento de concordancia de resultados positivos = 99,1% (IC del 95%: 93,0-98,0)
Tanto por ciento de concordancia de resultados negativos = 93,3% (IC del 95%: 92,8-98,0)
Tanto por ciento de concordancia general = 96,2% (IC del 95%: 93,0-98,0)

Reproducibilidad interlaboratorio: el analisis de reproducibilidad de Anti-PR, Clone PgR 636 se realizd en tres
laboratorios a lo largo de cinco dias no consecutivos en 21 muestras Unicas de cancer de mama y se puntuo6 de
acuerdo con las pautas de ASCO/CAP (punto de referencia 21%) para un total de 315 evaluaciones. Las tablas 4, 5
y 6 indican la reproducibilidad del ensayo en todos los centros. Los calculos de tanto por ciento de concordancia
positivo, medio negativo y general avalan los resultados con un nivel alto de reproducibilidad del ensayo de PR (PgR
636) cuando se utilizan para la determinacién del estado de PR en un contexto clinico.

Tabla 4: Centro 1 frente a Reproducibilidad interlaboratorio de Anti-PR, Clone PgR 636 en el centro 2

Centro 1
Positivos Negativos Total
Positi
Centro 2 ositivos 55 0 55
Negativos 4 46 50
Total 59 46 105

Tanto por ciento medio de concordancia de resultados positivos = 96,5%
Tanto por ciento medio de concordancia de resultados negativos = 95,8%

Tabla 5: Centro 1 frente a Reproducibilidad interlaboratorio de Anti-PR, Clone PgR 636 en el centro 3

Centro 1
Positivos Negativos Total
Positivos 59 1 60
Centro 3
Negativos 0 45 45
Total 59 46 105

Tanto por ciento medio de concordancia de resultados positivos = 99,2%
Tanto por ciento medio de concordancia de resultados negativos = 98,9%

Tabla 6: Centro 2 frente a Reproducibilidad interlaboratorio de Anti-PR, Clone PgR 636 en el centro 3

Centro 2
Positivos Negativos Total
Positivos 55 5 60
Centro 3
Negativos 0 45 45
Total 55 50 105

Tanto por ciento medio de concordancia de resultados positivos = 95,7%
Tanto por ciento medio de concordancia de resultados negativos = 94,7%
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