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RESUMEN

INTRODUCCION. El cancer mamario es una enfermedad con gran variabilidad en la
evolucidn clinica. Es de utilidad la demostraciéon del comportamiento del tumor a través

de la expresion de la proteina mutada p53 como factor de mal pronostico.

OBJETIVO. Determinar la asociacion entre la inmunoexpresion de p53 mutada con el
tamafio tumoral, afeccién ganglionar y metdastasis a distancia en mujeres con carcinoma

mamario invasor.

MATERIALES Y METODOS. Para la realizacion de este estudio se han utilizado 200 casos de
pacientes con diagnostico de carcinoma mamario invasor, en el que se realizo marcaje
con inmunohistoquimica para proteina p53, del servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” de San Luis Potosi, desde el 01 de enero del

afio 2008 al 31 de diciembre del afio 2012.

RESULTADOS. El presente estudio demuestra que la positividad para p53 estd
directamente relacionada con una mayor probabilidad de presencia de metdastasis en

ganglios axilares al momento de la mastectomia.

CONCLUSIONES. En la actualidad no existe consenso de realizar de forma rutinaria
estudios de p53 en el cdncer de mama. Es necesario realizar estudios con un numero
elevado de casos, para considerar de forma definitiva la inclusidon de la determinacion

inmunohistoquimica de p53 en el estudio patolégico clinico de rutina del cdncer de mama.
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ABREVIATURAS

OMS: Organizacion Mundial De La Salud

RHNM: Registro Histopatoldgico De Neoplasias Malignas

TDLU: unidad lobular de ductos terminales

CIS: carcinoma in situ

CISD: carcinoma in situ ductal

CISL: carcinoma in situ lobulillar

SBR: Scarf- Bloom- Richardson

BRCA 1 y2: Genes Supresores “Breast Cancer 1Y 2 “

TP53: Gen Supresor De Crecimiento Tumoral

p53: Proteina P53

p16: proteina ciclica dependiente de inhibidor de kinasa

IARC: International Agency for Research of Cancer

IHQ: Inmunohistoquimica

Cl: Carcinoma Invasor

CDI: Carcinoma Ductal Invasor
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CLI: Carcinoma Lobulillar Invasor

TNM: Estadificacion de las neoplasias

UICC: Union For International Cancer Control

AJCC: American Joint Committee on Cancer

PTNM: Clasificacién anatomopatolégica del estadio de las neoplasias

c¢TNM: Clasificacion clinica del estadio de las neoplasias
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ANTECEDENTES

Epidemiologia del cancer mamario

El cancer a nivel mundial es la principal causa de muerte. Se le atribuyd 8.2 millones
de defunciones en el 2012. Los tipos de cancer con mayor tasa de mortalidad son el
pulmonar, hepatico, gastrico, colorrectal y mamario en ese orden; respecto a la tasa

de incidencia el primer lugar lo ocupé el pulmonar, seguido por el cdncer mamario. @

El cdncer mamario es considerado un problema de salud a nivel mundial, siendo la
primera causa de muerte por neoplasia en mujeres entre 40-55 afos. Datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefialan que para el 2013 ocurrieron 458 mil

muertes por esta enfermedad. (!

En México, en el 2008 murieron 4 818 mujeres mexicanas, lo cual implica un
fallecimiento cada 2 horas. La tasa de mortalidad por cancer mamario en México ha
registrado un aumento sustancial de 1950 a 2008. @) para el 2013 la tasa fue de 14.8
de cada 100 mil mujeres; sobrepasando la tasa de mortalidad de 13.4 por cancer

cervicouterino.

Respecto a la incidencia cada afo se detectan 1.38 millones de casos nuevos. De los
cuales el 70% ocurre en paises desarrollados, considerando un aumento en la
prevalencia de esta enfermedad y que la poblacion mexicana presenta patrones de
envejecimiento similares a los de paises desarrollados, se proyecta que la carga de la

enfermedad sera en el futuro similar al observado hoy dia en Norteamérica. )

Segun datos del Registro Histopatoldgico de Neoplasias Malignas (RHNM), en 2006 se

presentaron 13 706 nuevos casos de cancer de mama (316 mas que en el afio
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anterior), la mayor parte en los grupos de edad de 40 a 59y 70 aios, con diagndstico
en etapas avanzadas. ) El porcentaje promedio de diagndsticos, de acuerdo con el
estadio clinico, es el siguiente: Estadios 0 y I, 7.4%,; estadio Il, 34.4%; estadios Ill y IV,
42.1%; no clasificables, 16.1%. (4

Anatomia y Patologia del cancer mamario

Las glandulas mamarias estan presentes en ambos sexos. En el hombre se mantienen
rudimentarias, mientras que en la mujer el desarrollo de la mama desde la infancia
hasta la pubertad consiste en el crecimiento del parénquima de la glandula mamaria
bajo el estimulo de la pituitaria y las hormonas del ovario. El crecimiento de la glandula
mamaria es el resultado de la elongacién de los ductos mayores en areas cercanas al
pezoén y la ramificacion progresiva de ductos menores que forman la unidad lobular de
ductos terminales (TDLU). ®) Después de la pubertad, los I6bulos tipo 1 se ramifican en
numerosos ductos, exhibiendo una morfologia mas compleja que caracteriza los

I6bulos tipo 2.

El tejido mamario presenta tres tipos tisulares principales: el glandular que forma los
I6bulos epiteliales ducto — lobulillares; las células especializadas mioepiteliales que
forman la membrana basal donde descansan las células epiteliales; el tejido conjuntivo
que descansa y conecta los lobulos y el tejido adiposo que ocupa los espacios
interlobulares. Los I6bulos mamarios estan constituidos por numerosos lobulillos que
se encuentran unidos entre si por tejido conectivo, vasos sanguineos y por su sistema

excretor, los conductos lactiferos. )
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La progresién, transformacién y diferenciacién maligna de las células epiteliales
ductales y/o lobulillares dan origen al carcinoma mamario que a su vez se divide en

carcinoma in situ e invasor. 7)

El carcinoma in situ (CIS) corresponde a proliferaciéon de células epiteliales malignas
confinadas en la luz de losductoso de loslobulillos glandulares, sin rebasar la
membrana basal y sin invadir los tejidos adyacentes. ®) Adopta diferentes patrones
arquitectdnicos de crecimiento intraductal e intralobulillar y presenta caracteristicas
citoldgicas y de necrosis variables. Se conoce también con el nombre de carcinoma
intraductal y carcinoma intralobulillar. Es importante su identificacion ya que su
biologia, comportamiento clinico y tratamiento es diferente al carcinoma invasor
(ClI). Con la creciente utilizaciéon de la mamografia, CIS representa el 15% a 25% de

casos de cancer mamario. @

El carcinoma invasor (Cl) llamado también infiltrante es una proliferacion de células
epiteliales malignas con diferenciacién ductal, o lobulillar o indiferenciada que rompen
y traspasa la membrana basal con extension e infiltracidn al tejido adiposo y fibroso
gue rodean a los ductos y lobulillos mamarios, incluyendo permeacion linfovasculary a
espacios perineurales. Consecuencia de esta proliferacién neoplasica induce a la
proliferaciéon de fibroblastos, vasos sanguineos de neoformacidon que corresponde
reaccion desmopldsica que acompana a los tumores malignos, que clinicamente se

manifiestan por abultamiento tumoral y consistencia pétrea.

El comportamiento clinico del carcinoma invasor es invariable respecto al tipo

histoldgico sea ductal y/ lobulillar ya que por si solo no define el pronostico; la pauta
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mas importante para el pronostico es el grado de diferenciacién; grado nuclear y

actividad mitética. ©®

La clasificacion de la OMS contempla 18 tipos histoldgicos de tumores malignos
infiltrantes de la mama puede ser epiteliales, mesenquimatosos, mixtos,
linfoproliferativos o metdstasis. El origen mds frecuente corresponde a las células

epiteliales de la unidad ducto-lobulillar. (19

El Carcinoma ductal invasor (CDI) con sus variantes histolédgicas (clasico, tubular,
medular, mucinoso, secretor, papilar, adenoideo quistico, metapldsico, cribiforme,
apocrino) es el mas frecuente con 90-85% de los casos. Se caracteriza por una
proliferaciéon de células ductales que varian en tamafio, contenido citoplasmatico y
grado de diferenciacidn. Suele estar asociado CIS. La inmunoexpresion de E-cadherina
permite diferenciarlo de otros tipos histoldgicos. 19 El carcinoma ductal invasor vy
todas sus variantes con excepcién del carcinoma medular, deberdn ser graduados con

la escala de SBR: Scarff- Bloom-Richardson. (12)
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Formacion de Grado nuclear Mitosis: humero de GRADIFICACION
tubulos tamano

mitosis por 10 csf DIFERENCIACION

PUNTUACION
1 1 1: GRADO |
mas del 75% pequeiio, uniforme  Menos de 10 mitosis Sl
3-5 puntos
2: 2: 2: GRADO Il
de 102 75% mediano, variacion 10 -20 mitosis MODERADAMENTE
de forma
6-7
3: 3: 3: GRADO Il
grande nucléolo Mds de 10 mitosis POCO

menos del 10% .
prominente 8.9

Cuadro 1 Esquema de gradacion histolégica Scarff- Bloom-Richardson (SBR). Es la suma de la formacién de tubulos
mas grado nuclear mds mitosis, el total de la puntuacion se aplica la graduacidn. csf: campo a seco fuerte. Fuente:
Prognostic factors in breast cancer college of American pathologists consensus statement 1999. Arch Pathol Lab
Med 2000; 124:966-78.

El carcinoma lobulillar invasor (CLI) Es el segundo tipo histoldgico en frecuencia y
suele ser multicéntrico y bilateral. Representa entre el 5 y el 15% de los carcinomas
invasivos. (19 Se clasifica en sélido o clasico, alveolar y pleomérfico. No expresa E-
cadherina. Este carcinoma se destaca por presentar dificultades diagndsticas desde el
punto de vista clinico y radiolégico, clinicamente se muestra como una masa palpable
y en la mamografia aparece una distorsién arquitectural. En esta variante histoldgica

no se aplica la escala de SBR. (1%
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Carcinogénesis y cancer mamario

El cancer se desarrolla a partir de la pérdida de control de crecimiento celular normal,
con aumento en la proliferacién celular, cambios celulares en su morfologia, en su

funcionalidad, resistencia a la muerte celular, invasién y diseminacion. (12

La enfermedad de cancer se considera un desorden genético como consecuencia de la
adquisicion de mutaciones (somaticas o hereditarias) en los genes responsables de
mantener la funcién celular. Para que puedan acumularse un numero suficiente de
mutaciones deben perturbarse los mecanismos de reparacién y de eliminaciéon de

células mutadas. 13

Las mutaciones en los genes pueden producirse por mutaciones puntuales,
amplificacién, delecién o translocaciones, interfiriendo en su capacidad de regulacién

de sefiales o codificando proteinas que emiten sefiales incorrectas a las células. 14

La combinacién de los mecanismos de activacién de oncogenes (factores de
crecimiento, receptores de los factores de crecimiento, etc); Inactivacién de genes
supresores (BRCA, p53, y p16) y alteracion de genes responsables de la estabilidad del
genoma (genes reguladores o reparadores del ADN) dara lugar al fenotipo

caracteristico de las células cancerigenas. (%)
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La p53 y su rol en carcinogénesis

La proteina p53 es una fosfoproteina nuclear que contiene 393 aminoacidos. Su gen
p53 (TP53) es un miembro de los denominados “supresores del crecimiento tumoral”,
localizado en el brazo corto del cromosoma 17 en la banda 17p 13.15, interviene en la
reparacion del ADN, juega un papel central en la deteccién del estrés genotdxico y no

genotoxico, asi como en la transduccidn de efectos celulares anti-proliferantes. (16

En el ciclo celular, la proteina p53 es imprescindible para la progresion del ciclo celular
normal. El bloqueo de los ciclos celulares tiene lugar al final de G1 cerca del punto de
restriccion (R-point) y la fase S. La actividad supresora tumoral de la p53 consiste en
inhibir el paso de G1 a la fase S, este bloqueo transitorio justo antes de la duplicacién
del ADN permite a la célula la reparacion del ADN. Si la célula no es capaz de reparar el

dafio del ADN, entonces la p53 inducird la muerte celular por apoptosis. ()

La pérdida de la actividad supresora tumoral de la p53 se asocia con una incapacidad
para detener la transicion de G1 a la fase S en el ciclo celular en las células que han
acumulado dafio del DNA. En respuesta a las alteraciones del DNA aumenta la
concentracién de proteina p53 en la célula. ¥ Ia localizacién celular de la p53 varia
durante del ciclo celular en la fase G1 se encuentra en el citoplasma luego entra en el
nucleo fase S hasta el final de la fase M; en las células tumorales la proteina p53 es
estrictamente nuclear, llamada p53 mutada que forma complejos con la p53 normal

bloqueando asi su funciéon normal.

La proteina p53 normal (silvestre) tiene una estructura muy labil, derivada de las

interacciones entre dominios plegados y no plegados dentro de ella, por lo que se

GOMEZ 12



Asociacion de la inmunoexpresidon de proteina p53 y cancer mamario

estima que su vida media es de 15 a 20 minutos, sin ser detectada habitualmente. En
cambio, la proteina p53 mutada le confieren una elevada estabilidad, lo que provoca
su acumulaciéon en el nucleo de las células neopldsicas, con una vida media de
aproximadamente 24h. (18 permitiendo su deteccién mediante técnicas de IHQ, ¥ las

cuales son mas accesibles en nuestro medio que las pruebas de biologia molecular.

La pérdida de la funcién normal de p53 es la alteracién genética mas comun en todo
tipo de cancer; su mutacion se ha relacionado con la aparicién de tumores
esporadicos. *7) La mutacién de TP53 se observa entre el 20%-30% de los carcinomas
de mama, y parece asociarse a un prondstico adverso, y en algunos estudios a

resistencia a la quimioterapia. (7)

Se ha observado que la frecuencia de las mutaciones de TP53 depende del tipo de
neoplasia, habiéndose encontrado una alta proporciéon en tumores de pulmdén, media
en tumores gastrointestinales y baja en melanomas. Varias de las mutaciones
identificadas producen proteinas anormales que tienen la capacidad de activar
oncogenes, ademas que las mutaciones de p53 se han asociado con la presencia de

mutaciones de los genes BRCA1 y BRCA2, asi como con tumores mas agresivos. (20)

Se estima que del 20 al 35% de los casos de tumores esporadicos de mama se deben a
mutaciones somaticas de p53, y a pesar de que se han enlistado 2,274 mutaciones de
p53 en el carcinoma de mama, de acuerdo a la base de datos de la International
Agency for Research of Cancer (IARC), el 90% de ellas son en la secuencia del puente
de ADN entre el exon 5 al 8. 2Y) Mas del 95% de las mutaciones del TP53 producen la
proteina mutada. (?*) Algunos autores refieren la existencia de sobreexpresién de la
proteina mutada en mas del 50% de los canceres de mama. ?° pero se ha reportado

que del 5-10% de las mutaciones pueden no expresar p53 mutada. (2¢)
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Factores prondsticos de cancer mamario

El cdncer de mama es una enfermedad que debido a su variabilidad en la evoluciéon
clinicay heterogeneidad de pacientes, es importante identificar y definir factores
prondsticos que muestren el comportamiento del tumor y la respuesta a terapias

coadyuvantes.

Un factor prondstico se define como cualquier medicién, que, al momento de la
cirugia, guarde asociacién con el intervalo libre de enfermedad o con la supervivencia
global, en ausencia de terapias sistémicas adyuvantes; por lo que es un reflejo de la

agresividad inherente del tumor encontrado. 28

Los avances en el tratamiento quirdrgico y oncoldgico que elevan la tasa de
supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad, asi como la tipificacién a
través de técnicas de inmunohistoquimica obligan a realizar un analisis de los factores
prondsticos cldsicos y modernos para planificacion de tratamiento y prondstico de

supervivencia. (2%

Entre los factores prondsticos considerados como clasicos se encuentra la afeccién a
ganglios linfaticos axilares. El numero de ganglios obtenidos por diseccién axilar es
variable. Cuanto mayor es el nimero de ganglios identificados, mayor es el nimero de
ganglios positivos. % Cuando no hay evidencia de metastasis ganglionares, la
supervivencia a los diez afios es del 76%; la presencia de un ganglio linfatico positivo
disminuye la supervivencia en un 25%; con cuatro o mas ganglios linfaticos positivos
hasta un 86.5%. (9 Por lo que la presencia de ganglios linfaticos axilares

macroscépicamente tumorales afecta desfavorablemente al pronéstico. (39
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La supervivencia a los cinco afios de pacientes con metdstasis en los ganglios axilares o
de la mamaria interna es del 56% y 52% respectivamente, pero cuando ambas regiones

son afectadas la supervivencia es tan solo del 24%. (31

La afectacidon de los ganglios supraclaviculares indica etapa avanzada; ya que estos
ganglios son generalmente alcanzados después de la invasidn de los ganglios axilares o

de los de la mamaria interna. 32

El tamano macroscépico (diametro maximo) del tumor es considerado como un de los
mas importantes factores prondsticos, ¥ junto con la afectacién ganglionar y

metastasis a distancia constituyen los tres criterios utilizados para el estadiaje.

Existe una relacion directa entre tamafio tumoral y la probabilidad de metastasis
ganglionares axilares; se ha reportado metastasis en el 26% de las pacientes con
tumores igual o menores a 1cm de didmetro; comparando el 78% de metastasis en
tumores mayores a 5cm. 89 Las pacientes en las que el tumor es de 2 cm. 0 menos de
diametro mdaximo tienen un prondstico y una supervivencia significativamente mejor

comparada con las pacientes con tumores de mayor didmetro. 32
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JUSTIFICACION

El cdncer mamario es una enfermedad multifactorial de evolucién compleja, que ha
adquirido mayor importancia por su prevalencia, morbi-mortalidad e impacto

socioeconémico.

El aumento en la incidencia y prevalencia del carcinoma mamario hace necesaria la
incorporacion a la practica clinica de marcadores que aporten informacion del
comportamiento biolégico del tumor, a fin de establecer un diagndstico, estrategias

terapéuticas y establecer un mejor prondstico para las pacientes afectadas.

A pesar de que el tamafio tumoral, nimero de ganglios axilares afectados y la
presencia de metastasis a distancia son considerados actualmente como los factores
prondstico mas importantes, existen otros factores relacionados con el pronostico,
tales como los mecanismos de p53. Determinar el grado de asociacién entre ellos es
fundamental para evaluar el comportamiento de la enfermedad. El estudio genético
del TP53 en nuestro medio es dificil realizar, sin embargo, su analisis histopatoldgico, a
través de técnica de inmunohistoquimica, es factible, en el estudio del carcinoma
mamario. Una de las propiedades de la proteina p53 mutada es su estabilidad con una
vida media de 24hrs y acumulacion en el nucleo lo que permite su deteccién por
métodos histoquimicas con una buena correlacion entre analisis molecular (presencia

de mutacion) y analisis inmunohistoquimico (sobre expresién de proteina mutada)
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es la asociacién entre la inmunoexpresion de p53 mutada con el tamano
tumoral, la presencia de afeccidon ganglionar y metastasis a distancia en mujeres con

carcinoma mamario invasor?

HIPOTESIS

La expresién de la proteina p53 presenta una asociacidn positiva con el tamafio
tumoral, la presencia de afeccidn ganglionar y metastasis a distancia, en mujeres con

carcinoma mamario invasor.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la asociacién entre la inmunoexpresion de p53 mutada con el tamafio

tumoral, afecciéon ganglionar y metastasis a distancia en mujeres con carcinoma

mamario invasor

Objetivos especificos

1.

GOMEZ

Determinar la presencia y grado de asociacion de la inmunoexpresion de la
proteina p53 y tamafio tumoral en las mujeres con carcinoma mamario invasor.
Determinar la presencia y grado de asociacion de la inmunoexpresion de la
proteina p53 y afeccién ganglionar en las mujeres con carcinoma mamario
invasor.

Determinar la presencia y grado de asociacién de la inmunoexpresion de la
proteina p53 y metdstasis a distancia en las mujeres con carcinoma mamario

invasor.
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SITIO, MATERIALES Y METODOS

Sitio

El estudio se realizé en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” de la ciudad de
San Luis Potosi, México.

Diseio del Ensayo

Estudio transversal analitico.

Universo

Mujeres con diagndstico de carcinoma mamario invasor en el servicio de Anatomia
Patoldgica en el periodo de tiempo comprendido entre el 01 de enero del afio 2008 al
31 de diciembre del afio 2012.

Muestreo

Por conveniencia.

Recursos Materiales

APOYO POR LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

C13-PIFI-04-01.25 (anexo 2)
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Criterios de inclusion

1.

Todas las mujeres con diagnéstico de carcinoma mamario invasor con registro
clinico y registro histopatolégico del Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, en el periodo de tiempo
comprendido del 1 de enero 2008 al 31 de diciembre 2012.

Que cuenten con informe (s) histopatoldgico (s) que indique tamafio tumoral,
numero de ganglios axilares y con material de espécimen quirurgico archivado
en el servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto”.

Que cuenten con expediente clinico para determinar la presencia o ausencia de
metastasis a distancia.

Del espécimen quirdrgico, el bloque de parafina con tejido tumoral suficiente
para andlisis de la expresion de la proteina p53, mediante técnicas de
inmunohistoquimica.

Criterios de exclusion

1.

GOMEZ

Mujeres con diagndstico de carcinoma mamario invasor cuyo informe
histopatolégico mencione cambios post radioterapia.

Blogue de parafina del tejido tumoral del espécimen quirdrgico con
condiciones que no permitan su andlisis mediante técnicas de
inmunohistoquimica.

Mujeres con diagndstico de carcinoma mamario invasor que no cuente con
expediente clinico.
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Variable Independiente

1. Inmunoexpresion de Proteina p53

Variables Dependientes

Tamaiio tumoral.

Presencia o ausencia de metdstasis a ganglios linfaticos axilares.
Presencia o ausencia de metadstasis a distancia.

Edad.

P wnN e

Definicidon Operacional de las Variables

Inmunoexpresidon de p53: A partir de cortes histoldgicos de 4mm de grosor sometidos

a reaccion por inmunohistoquimica con un anticuerpo monoclonal contra la proteina
p53 humana (Clone DO-7. Dako, Carpinteria, EUA; cf. Anexo 3) se identificé la
presencia o ausencia de inmunoexpresion de proteina p53 en los nucleos del >10% de

las células tumorales.

Tamaio tumoral: Se registré el diametro mayor del tumor medido en centimetros del

informe histopatoldgico de la pieza quirdrgica emitido por el servicio de Anatomia

Patoldgica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

GOMEZ 21



Asociacion de la inmunoexpresidon de proteina p53 y cancer mamario

Presencia de afeccidn ganglionar: Se registro la presencia o ausencia de metastasis de

carcinoma en los ganglios linfaticos axilares a partir del informe histopatolégico
emitido por el Departamento de Patologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones

Prieto”.

Presencia de metastasis a distancia: Se determindé con el informe de estudios de

imagen y/o especimenes patoldgicos, documentado en expediente clinico del Hospital

Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” |la presencia o ausencia de metdstasis a distancia.

Edad: Intervalo en afios transcurrido entre la fecha de nacimiento de la paciente y la
fecha del diagndstico histopatoldgico del servicio de Anatomia Patolégica del Hospital

Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.
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Cadigo Nombre de la Significado Valor Unidades Escala de
Variable medicién
p53 Expresion de Presencia de 0 = Negativo Dicotémica
p53 inmunoreaccién nuclear
para p53 en >10% de los 1 = Positivo

nucleos celulares
T Tamafio tumoral | Didmetro mayor del tumor 0-o0 centimetros Continua
segun el reporte

anatomopatoldgico

N Presencia de Presencia de ganglios 0 = Negativo Dicotémica
afeccidn linfaticos positivos para
ganglionar metdstasis por carcinoma 1 = Positivo
M Presencia de Presencia de metastasis a 0 = Negativo Dicotdmica
metastasis a distancia segun el
distancia expediente clinico 1 = Positivo
E edad Edad de la paciente al 0-o0 Afos Continua

momento del diagndstico
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ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevé a cabo con los programas: JMP 8 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) y R 2.15.1. (48) Se calcularon medidas de tendencia central y dispersion de
todas las variables. Se calculé normalidad a través de qgPlot de residuales de Fox. (49)
EL andlisis descriptivo se llevo a cabo de acuerdo a la naturaleza de la variable
estudiada; las variables categoricas se describieron con frecuencias y porcentajes; las
numéricas con distribucién normal se expresaron en promedio y desviacién estandar,
las que presentaron no normalidad en su distribucién con medianas y rangos (valor
maximo y minimo).

El andlisis bivariado de variables continuas se realizé con T de Student (distribuciéon
normal) y con U de Man Whitney (no paramétricas). El andlisis de las variables
categéricas se realizé con Chi cuadrada y en caso de casillas con valores esperados
menores de 5 con la prueba exacta de Fisher. Los valores de p menores de 0.05 fueron
considerados como significativos.

Para el control de la edad como posible confusor se llevé a cabo analisis de regresion
logistica en el caso de los ganglios linfaticos axilares y metdstasis a distancia y de
regresion lineal para el tamafio tumoral.

Para el calculo del tamafio de la muestra para nddulos linfaticos (N ~ p53 + Edad) se
consideraron 2 grados de libertad con un estimado de 0.229 como probabilidad del
evento (PMID: 23873310), por lo que se estimd en 90.9 a 181 pacientes los requeridos
para este modelo (Peduzzi, Concato y Feinstein. 5%). Con respecto a la presencia de
metadstasis (M ~ p53 + Edad) la probabilidad del evento se refiere en 60%. Con una n
calculada de = 2x10/0.60 por lo que se estimd en 33 a 66 pacientes los requeridos para

este modelo (Peduzzi, Concato y Feinstein. (%),
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Por ultimo en el caso del modelo de regresidon lineal para el analisis de la variable
continua de tamafio tumoral la muestra calculada (T~ p53 + Edad) fue de 2x20=40
pacientes. Por lo anterior se consideré un minimo de 181 pacientes a incluir en el

estudio.

CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio cuenta con aprobacién del Comité de Etica en Investigacién del Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” a través del registro 81-14 (anexo 1). Por ser un
estudio basado en registros clinicos, no se trabajé en ningin momento con seres
humanos en forma directa, por lo que no se requirié la obtencidon de consentimiento
informado. Todos los datos se mantuvieron en estricta confidencialidad y se hicieron
todos los esfuerzos necesarios para que la informacién no pudiera ser relacionada con
la persona de quien provino. La informacién obtenida solo fue utilizada para el andlisis

descrito.

El proyecto no se opone a lo establecido a la declaracion de Helsinki y a la ley general
de salud, por lo que cubre los lineamientos éticos en base a los principios de La
Declaracién de la 182 Asamblea Mundial de Helsinki, Finlandia en su revisién
2013,(46) y a la NOM-012-SSA3-2012 que establece los criterios para la ejecucion de

proyectos de investigacién para la salud en seres humanos (47).

Durante todo el proceso se siguié en forma estricta la metodologia y buenas practicas
clinicas que marca el manual de bioseguridad del Hospital Central “Dr. Ignacio

Morones Prieto”.
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PLAN DE TRABAJO

1. Se obtuvo la aceptacién del Comité de Etica en Investigacion del Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”para la recoleccion de datos del
expediente clinico de las pacientes sometidas a mastectomia radical modificada
en el periodo de tiempo comprendido entre el 01 de enero del afo 2008 al 31
de diciembre del afio 2012.

2. Se analizé6 cada informe anatomopatolégico del que se obtuvo el tamafio
tumoral, nimero y positividad de ganglios linfaticos axilares.

3. Se revisaron los expedientes clinicos para determinar la calidad de los datos y
compilar la base de datos clinica. Se recopilo la fecha de la ultima cita;
presencia o ausencia de metastasis.

4. Se recabaron y se evalud la calidad de las muestras de tejido de las piezas
quirargicas de los expedientes clinicos seleccionados para su analisis.

5. Se realizaron dos cortes histoldgicos en promedio para la aplicacién de la
técnica de inmunohistoquimica (anexo 5).

6. Posterior a un analisis de concordancia inter e intraobservador, se determino la
positividad o negatividad de la expresion de p53 en 10 campos a seco fuerte
(objetivo de 40x) microscépico por muestra (anexo 6).

7. Se dieron valores de negativo y positivo a la inmunoexpresidon nuclear de mas
del 10% de las células neoplasicas (anexo 7).

8. Se analizara los datos y se hizo inferencias estadisticas de los resultados
obtenidos.

9. Se buscara publicar el resultado de este trabajo en alguna revista del area

pertinente. Se publicardn tanto los resultados positivos, como los negativos.

NOTA: Para la descripcion detallada de la metodologia, consultar los anexos.
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion de estudio

En un periodo de 5 afios (enero 2008- diciembre 2012) se recolectaron 195 casos de
pacientes con diagndstico de carcinoma mamario invasor, todos los casos
correspondieron a sexo femenino; en un rango de edad de 25 a 97 anos; con una
media de edad 52.4 afios y desviacién estandar de 1.2 anos Cuadro 3.

Respecto al estadio clinico el 81% de las pacientes se encontraba en los estadios Iy
[ll. Ver cuadro 4.

El tamafio tumoral fue medido en centimetros; con una media de 3.20cm, vy

desviacidn estdndar de 0.16cm; IC superior del 3.50cm vy IC inferior de 2.90cm.

Se observo la presencia de ganglios linfaticos axilares positivos para metdstasis se

observo en 100 pacientes (51.2%). Cuadro 3.

Se demostré metdastasis a distancia a través de estudios de imagen y especimenes
patoldgicos en 17 casos, los sitios de metastasis fueron: higado, pulmén, medula ésea
pleura, piel y en 8 casos recurrencia en el sitio de mastectomia; siendo este el sitio

mas frecuente cuadro 5.

La inmunoexpresién nuclear de la proteina p53 se observé en 94 casos (48.2%).

Cuadro 3.
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Asociacién del p53 con tamaiio tumoral, ganglios linfaticos y presencia de metastasis

Se realizd6 un modelo de regresién logistica para evaluar la presencia de asociacion
entre la expresion de p53 y la presencia de ganglios linfaticos axilares positivos a
malignidad. El modelo maximo a evaluar fue N ~ p53 + Edad + p53: edad. Se evalué la
presencia de relaciones curvilineas, por lo que el modelo que se evalud fue N ~ p53 +
Edad? + p53: edad. Se realizaron pruebas de verosimilitud, eliminando la variable con
menor probabilidad de ser significativa. El modelo final fue N ~ p53. (Chi% = (1,195) =
15.0, p <0.001). Por lo que si existe expresién de p53 el OR calculado es de 3.167, IC
95% [5.64 - 1.7629], es decir mas de tres veces mas probable que exista presencia de
ganglios linfaticos positivos ante la presencia de p53 positivo. Figura 2. No existio

evidencia de sobredispersion en los residuos (p =0.31).

El modelo final de analisis regresién logistica para ganglios axilares

Coefficients de regresién:

Estimado Error Est z P
Intercepto -0.481 0.210 -2.29 0.02174
p531 1.120 0.307 3.64 0.00027

Con respecto al tamafio tumoral (T ~ p53 + Edad), no se encontré significancia con las
variables propuestas, al igual que la presencia de metdstasis a distancia (M ~ p53 +

Edad), tanto en el analisis bivariado como en el multivariado.
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Cuadro 3.- caracteristicas clinicas de la cohorte de pacientes incluidos en este estudio, grupo completo,
y dividido en pacientes con proteina p53 positiva y negativa
VARIABLE Grupo completo Con expresion positiva Sin expresion de p
de p53 p53
Ndmero de pacientes 195 94(48%) 101(52%) -
Edad de las pacientes 52.4 afios +0.91 50.5 afios +2.5 54.0 afios +2.6 0.0499*
Tamafio tumoral 3.2cm 3.0cm +0.3 2.8cm +0.3 0.4080*
Ganglios linfaticos axilares 100(51%) 62(62%) 38 (38%) 0.0001**
positivos
Ganglios linfaticos axilares 95(48%) 32(33.6%) 63(66%) 0.0001**
negativos
Presencia de metastasis 17 11(64.7%) 6(35.2%) 0.1521**
*T de Student ** prueba de chi cuadrada.

Cuadro 4. Estadios clinicos de pacientes con

carcinoma mamario

Estadio Numero Porcentaje
I 4 2.0
1A 23 11.7
B 3 15
A 50 25.6
1B 42 21.5
A 37 8.9
111B 27 13.8
lnc 3 1.5
1\ 3 1.5
NO EXP 3 1.5
Total 195 100

Sitio
Liquido pleural
higado
Pulmén
Medula 6sea
Piel

Recurrencia en sitio
quirdrgico

Total

Cuadro 5. Sitios de metéastasis de pacientes con

carcinoma mamario

casos porcentaje

1

1

17

5.8

5.8

5.8

5.8

29.2

47.0

100
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Figura.l Grafica de andlisis de varianza de la asociacion

de edad y la expresion de proteina p53
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Figura.2 diagrama de mosaic-plot de la asociacion de
ganglios linfaticos axilares y expresion de proteina p53.
Negativo (0) Positivo (1)
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IMAGENES DE INMUNOEXPRESION NUCLEAR DE p53

Figura.3

Fotomicrografias a 10 y 40x:

Corte histologico con técnica de IHQ
se observa la presencia de grupos
tumorales¥ con positividad en su

nucleo —>

GOMEZ

31




Asociacion de la inmunoexpresidon de proteina p53 y cancer mamario

DISCUSION

La poblacion estudiada incluyo pacientes en estadio Il y lll. A pesar de ser una muestra
reducida, en nuestro estudio hemos encontrado una asociacién significativa entre la
positividad de expresién de la proteina p53 y ganglios linfaticos axilares positivos. La
posibilidad de tener ganglios axilares positivos aumenta hasta tres veces si expresa la
p53 el tumor. En algunos estudios, se demuestra que el mal prondstico que confiere la
positividad a p53 mutada se aplica tanto a pacientes con ganglios positivos axilares
como para pacientes con ganglios negativos. ® Por otro lado no fue posible
demostrar la asociacién de la expresion de la proteina p53 con el tamafio tumoral ni

con la presencia de metastasis a distancia.

En nuestro estudio se observd que la edad de las pacientes y la expresion de la
proteina p53 tuvo asociacion significativa (0.0499) con la edad de las pacientes
demostrandose que los casos positivos para la expresién de p53 se observé en un
grupo de edad (50.2 +0.5) menor que la media; confirmando asi el comportamiento
agresivo del tumor en este grupo de edad. En este estudio la poblacién correspondié a
estadios clinicos Il y lll similares al comportamiento descrito de la poblacién

mexicana. (3

El gen supresor p53 es un regulador negativo esencial en el control de la proliferacion
celular, actuando a través de la proteina p53, la cual se activa en respuesta a
radiaciones u otros agentes que alteran el ADN, bloguedndose la replicacién del ADN al
parar el ciclo celular en G1 y haciendo asi posible la reparacion del mismo. En caso de

gue ésta no fuera posible, la proteina p53 induce apoptosis.
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CONCLUSIONES

El carcinoma mamario en nuestro medio es un problema no solo médico, sino
socioecondmico ya que gran parte de los recursos de salud para la poblaciéon adulta

son destinados para el diagndstico y tratamiento de esta patologia.

La realizacién de un acertado diagndstico y tratamiento otorga un mejor prondsticoy
calidad de vida a las pacientes afectadas con carcinomas mamarios, ademas reduce
eficazmente la erogacidon de recursos en este rubro. El presente estudio demuestra
que la positividad para p53 estd directamente relacionada con una mayor probabilidad
de presencia de metastasis en ganglios axilares al momento de la mastectomia por lo
gue seria un recurso invaluable realizar este estudio de Inmunohistoquimica sobre
todo en las biopsias previas a la mastectomia, ya que de ser positivo seria una
recomendacion de primera linea para realizacion de linfadenectomias en todos estos
casos independientemente del tamafio tumoral y/o negatividad del ganglio centinela
en transoperatorio. En la actualidad no existe consenso de realizar de forma rutinaria
estudios de p53 en el cancer de mama ni tampoco que metodologia emplear para su
determinaciéon (inmunohistoquimica o genética). Habra que considerar la existencia de
técnicas inmunohistoquimicas en los laboratorios de Anatomia Patolégica. Es
necesario realizar estudios con un numero elevado de casos, seguimientos largos y
utilizando el mismo anticuerpo vy criterio de positividad y un procesamiento técnico
similar, asi como estudios de tipo meta-analisis basados en las series publicadas para
considerar de forma definitiva la inclusién de la determinacién inmunohistoquimica de

p53 en el estudio patoldgico clinico de rutina del cancer de mama.
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ANEXO 1: Autorizacion por parte Del Comité de Etica en Investigacion

Un Gebieme para Todas

@i lom

P 5
Hospilal Central ; 3
'Dr. Ignacio Morones Prieto 9 (

AT AN/

San Luis Potosi, S.L.P. a Martes 19 de Agosto de 2014.

Dra. Nadia Judith Gomez Hernandez
Investigador Principal:

Por este conducto se le comunica que el Comité de Ftica en Investigacion y el Comité de
Investigacién de esta Institucién, revisaron y aprobaron su protocolo de estudio clinico
denominado:

“Asociacién de |la expresion de la proteina p53 con factores pronéstico en mujeres con cdncer de
mama”.

El nimero de registro es: 81- 14, el cual debera agregar a la documentacion subsecuente, que
presente a este comité.

De igual forma, pido sea tan amable de comunicarnos la fecha de inicio de su proyecto, la
evolucion y el informe final pertinente.

Atentamente,
TT’ - Hoacnita! Moy ‘”3[
%
</ ecns
Dr. Carlos Gilberto Alonso Rivera N | ¢
Presidente SAN LUIB PO 105 i

Comité de Etica en Investigacién y Comité de Investigacion
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

C.C.P. Archivo
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ANEXO 2: Carta de Apoyo del PIFI
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= A
JNIVERSIDAD AUTONOMA
DE SAN LUIS POTOSI

Septiembre 17, 2013.

L DR. JORGE F. TORO VAZQUEZ
SECRETARIO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
PRESENTE.

Por medio de la presente me permito solicitar un cambio de rubro del
convenio: CO-RELACION ENTRE LA EXPRESION DE LA......

Del rubro 33500002(ANALISIS CLINICOS Y LABORATORIOS) $36,000.00
Al Rubro 25100001 (SUSTANCIAS QUIMICAS).

Lo anterior lo solicito para poder realizar el analisis de muestras incluidas
en el proyecto de Investigacion.

Cr
¢ ‘/0 Sin mas por el momente-agradezco a Usted la atencion y el tramite positivo

o _ AROSDE ue se sirva dar a la pfesgnte solicitud.
AUTONOMIA 9 B
UASLP
Pamera Universidad
ALIONOMa en Méxxo

Atentamente,

DR. JESUS MARTIN SARCHEZ AGUILAR
RESPONSABLE DEL CONVENIO

@
o b
FACULTAD ’
DE MEDICINA
Av. Venustiano Carnranza 2405
CP 78210 - San Luls Potosi, SLP.
tel (444) 826 2344 al 49
tel. Direccion (444) 826 2350

fax (444) 826 2352
www.uasip.mx

p

CAARITA,
o
el

ANEXO 3: Clasificacion pTNM
N
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Tx Tumor primario no puede ser evaluado
TO No hay evidencia de tumor primario
Tis CDIS Carcinoma Ductal in Situ
CLIS Carcinoma Lobulillar in Situ
Enfermedad de Paget del pezén
T1 Tumor <20 mm
TImi Tumor <] mm en su didmetro mayor
Tla Tumor >Ilmm pero <5 mm en su diimetro mayor
T1b Tumor >$ mm pero <10 mm en su didmetro mayor
Tlc Tumor >10 mm pero <20 mm en su didmetro mayor
T2 Tumor >20 mm pero <50 mm en su didmetro mayor
T3 Tumor >50 mm en su didmetro mayor
T4 Tumor de cualquier tamano con extension directaala
pared tordcica y/o dermis (ulceracion o nédulos cutdneos).
Lainvasion a la dermis, no se considera como T4
T4a Extension ala pared tordcica, no incuye solo la adheren-
cia 0 invasion al musculo pectoral
T4b Ulceracion y/o nédulos satélite y/o edema (incluye piel
de naranja) de la picl, que no cumple criterios de carcino-
ma inflamatorio
T4¢ T4ay T4b combinados
T4d _Carcinoma inflamatorio

Modificado de Oncoguia: Cancer de Mama. Arce et. Al. Cancerologia 6 (2011): 77 — 86.
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ANEXO 3: CLASIFICACION pTNM (continuacion)

Ganglios
Nx Los ganglios regionales no pueden ser evaluados
NO No hay metistasis en los ganglios regionales
N1 Metistasis méviles en ganglios ipsilaterales, del nivel I o
IT de la axila
N2 Metdstasis en ganglios ipsilaterales en el nivel [ o Il de la
axila, que estdn fijos o en conglomerado.
Ganglios positivos en la cadena mamaria interna, en
ausencia de ganglios axilares clinicamente palpables
N2a Metistasis en ganglios axilares del nivel [ o 11, fijos entre
ellos 0 a otras estructuras
N2b Metistais en los ganglios de la cadena mamaria interna
en ausencia de ganglios axilares clinicamente detectables
N3 Metdstasis a ganglios infraclaviculares (nivel I11) ipsilatera-
les co o sin involucro a ganglios de los niveles T o I1.
Ganglios a en la cadena mamaria interna con afeccién de
los ganglios del nivel I o IT axilar
Metistasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales con o sin
afeccion de los ganglios axilares o de la cadena mamaria interna
N3a Metdstasis a ganglios infraclaviculares ipsilaterales
N3b Metistasis a ganglios ipsilaterales de la cadena mamaria interna
Metdstasis a ganglios supraclaviculars ipsilaterales

No hay evidencia clinica o radiograhica de metastasis a distancia
¢MO No hay evidencia clinica o radiogrifica de metdstasis a
(i+) distancia, pero existen depésitos moleculares o microscé-
picos detectados por células tumorales circulantes en
sangre, médula dsea o ganglios reginales menores 0.2 mm
in un paciente sin sintomas de metdstasis
M1 Metastdsis a distancia detectables
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ANEXO 4: Estadios clinicos del cancer mamario

0 Tix NO MO
IA 3 4| NO MO
1B TO N1MI MO
TI NIMI MO

I1A TO N1 MO
Tl N1 MO

T2 NO MO

11B g b/ N1 MO
T3 NO MO

ITIA TO N2 MO
g i N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

111B T4 NO MO
T4 N1 MO

T4 N2 MO

ITIC Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M]I
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ANEXO 5: Técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de p53

PREPARACION DE TEJIDO

GOMEZ

El tejido tumoral del bloque de parafina midié de 6-15mm, este fue obtenido
por biopsia trucut o escisién, e inmediatamente fijado en formaldehido al 10%
con buffer.
Un anticuerpo monoclonal de conejo p53 fue utilizado como el anticuerpo
primario (Clona Y5-BioCare, FC:2014/01), a una dilucién de 1:100, con diluyente
Van Gogh Yellow
Se realizaron cortes histoldgicos de 4 micras.
Retiro de parafina: los cortes y controles se desparafinan a través de
inmersiones secuenciales:

a. xilol (xilol I: 10 minutos y xilol II: 10 minutos)

b. etanol (alcohol 100%: 5 minutos; alcohol 96%: 5 minutos; alcohol 80%: 5

minutos y alcohol 70%: 5 minutos)

c. agua destilada durante 5 minutos.
Los cortes sin parafina fueron inmersos por 5 minutos en PEROXIDAZED 1
Biocare
Utilizacién de solucién pre tratamiento Reveal
La peroxidasa intrinseca al tejido se inactiva tras la inmersién en alcohol 100%,
con una solucion de 0.5% de perdxido de hidréogeno en metanol absoluto por
30 minutos a temperatura ambiente.
Los cortes se lavan 3 veces en PBS por 5 minutos.
Utilizaciéon de Biocare’s cloaking chamber seguido por agua destilada
alternando con incubacion durante 45 minutos, después enfriarlos con agua

destilada por 10 minutos
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Se realiza el desenmascaramiento antigénico a través de la incubacion de los
cortes por 20 minutos en suero bovino.

Se coloca el anticuerpo primario para p-53, incubacién por 30 minutos con
polimerasa.

incubacién por 5 minutos y RT usando biocare DAB-OR.

incubacion por 10 minutos y RT usando biocare vulcan.

Se enjuaga en hematoxilina durante 20 segundos para realizar contraste.
enjuague con agua desinoizada.

aplicar solucién azul por un minuto y enjuague con agua desionizada

se aplica a la muestra solucién de anticuerpo secundario biotinilado por 30
minutos.

aplicar después solucién de avidina-peroxidasa, durante 30 minutos.

Para el revelado se utiliza una solucién con diaminobencidina, la cual forma un
precipitado oscuro mediado por la peroxidasa, por 5 minutos.

Contraste con hematoxilina, enjuague con agua desinoizada aplicar solucién

azul por un minuto y enjuague con agua desionizada

44



Asociacion de la inmunoexpresidon de proteina p53 y cancer mamario

ANEXO 6: concordancia inter e intra observador para determinar la
positividad o negatividad de la inmunoexpresion de p53.

La inmunoexpresion para proteina 53 fue evaluada usando sistema semicuantitativo
por dos patélogos (N.G) y (C.O) doble ciego. El patdlogo e investigador principal (N.G.)
reviso todos casos cuantificando la presencia o ausencia de inmunoexpresién nuclear
de p53 en 10 campos a alto poder (40x). El segundo patdlogo (C.0O.) colaborador de
estudio, se le entregaron 20% de los casos al azar. La concordancia entre ambos
patdlogos para definir la negatividad y la positividad fue del 100%; solo con
discrepancia en el porcentaje de células positivas en 8 casos que con variabilidad

entre los valores positivos 1y 2.
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ANEXO 7: interpretacion de la inmunoexpresion de proteina 53

La inmunoexpresion para proteina 53 fue evaluada usando sistema semicuantitativo

con un estimado del porcentaje de células positivas.
La inmunoreactividad solo se expresa en el nicleo de las células neopldsicas tumorales

Sélo la inmunoexpresion nuclear se considera positiva para la proteina p53,

independientemente del grado de intensidad de la misma (52).

En las células normales, la concentracién de la proteina p53 estd generalmente por
debajo del nivel de deteccién de métodos inmunohistoquimicos, por lo que su

observacion con la positividad en el nucleo se considera anormal (52).

Nota: El control positivo fue un tumor con presencia del p53 cuya mutacién fue

comprobada genéticamente.
Valoracion de la inmunoexpresion de la p53

0. (-): Ninguna célula es positiva en el nucleo.

1. (+): Positividad nuclear en 10 - 50 % de las células tumorales.

2. (++): Positividad nuclear en mas del 50% de las células tumorales.

NOTA: Para la valoracion estadistica solo se considerard como negativo el valor 0 y

positivos los valores 1y 2.
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