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RESUMEN.

INTRODUCCION: El diagnoéstico histopatologico de lesiones endometriales en
productos de biopsia o legrado en ocasiones llega a ser impreciso, debido a la similitud
morfologica entre una Neoplasia Intraepitelial Endometrial (NIE) y un Adenocarcinoma
Endometrial de tipo Endometrioide Grado | (CE), afiadiéndose frecuentemente como
factor adverso el muestreo insuficiente de tejido, a diferencia de los especimenes de
histerectomia, donde se cuenta con la posibilidad de muestreo de diferentes areas del
Utero. La sobreexpresion y alteracion en la regulacion de Ciclina D1 y Bcl-2, han sido
sugeridos como factores relacionados a la carcinogénesis de las lesiones
endometriales pre invasoras e invasoras, hipotéticamente aumentando su
inmunoexpresion, conforme se desarrolla el proceso de carcinogénesis. OBJETIVO:
determinar el rol de los anticuerpos Bcl-2 y Ciclina D1 como herramienta de diagndstico
diferencial entre neoplasias intraepiteliales endometriales y carcinomas endometriales
endometrioides grado I, evaluando su inmunoexpresion en ambas lesiones. SUJETO
Y METODOS: se utilizaron un total de 79 biopsias de endometrio embebidas en
bloques de parafina en un periodo de diez afios (Neoplasia Intraepitelial Endometrial
41, Carcinoma Endometrial Endometrioide Grado | 38), las cuales fueron evaluadas en
términos de expresién inmunohistoquimica para los anticuerpos Bcl-2 y Ciclina D1.
RESULTADOS Los datos de la inmunoexpresion de los 79 casos fueron analizados
estadisticamente, registrando para el anticuerpo Bcl-2 en 41casos de NIE, 30 positivos
y 11 negativos, en tanto que en los 38 casos de CE, 30 resultaron positivos y 8 fueron
negativos (P=0.917), Por otro lado, la inmunoexpresion del anticuerpo Ciclina D1 en
NIE, resulté positiva en 37 casos, contra 4 negativos, en tanto que en CE, 30 casos
resultaron positivos, contra 8 negativos. (P=0.591), dando como resultado el
predominio de la inmunoexpresion positiva de ambos anticuerpos tanto en la lesion
precursora de carcinoma endometrial endometrioide, como en la lesion invasora;
CONCLUSIONES: Los resultados obtenidos hasta el momento, no logaron comprobar
significancia estadistica que asocie la inmunoexpresion positiva de los anticuerpos

comprendidos en el estudio con alguna de las lesiones en particular, y por lo tanto, no



representan utilidad para el diagnéstico diferencial entre las lesiones comprendidas en
éste protocolo.

PALABRAS CLAVE:

Bcl-2, Ciclina D1

Inmunohistoquimica,

Neoplasia, Intraepitelial, Endometrial.
Adenocarcinoma, Endometrioide, bien, diferenciado.
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OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

NIE: Neoplasia Intraepitelial Endometrial.

CE: Carcinoma Endometrial.
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LISTA DE DEFINICIONES

Carcinogénesis: Proceso por el cual las células normales se transforman en
células cancerosas. También se llama carcinogénesis.

Hiperestrogenismo: Aumento de la accidn tisular estrogénica, derivada, en la
mayoria de casos, de un incremento de la sintesis y secrecion de estrégenos.
Desde el punto de vista clinico se caracteriza por hiperplasia endometrial y
menorragias.

Pleomorfismo: variacién en el tamafio y la forma de las células o sus ndcleos.
Atipia: alteracién que afecta la forma de las células, su tamafio y el proceso de
division de las mismas. Sencillamente es un cambio en la morfologia celular

normal.

Villoglandular: proliferacion celular exofitica, arquitecturalmente caracterizada
por estructuras papilares largas y delgadas.

Cribiforme: perforado con orificios pequefios como en un colador. Se refiere a
la apariencia de un tumor cuando se observa bajo un microscopio.

Desmoplasia: fenbmeno de produccion excesiva de tejido conectivo, pobre en

células y rico en fibras de colageno, que suele acompafar a algunos tumores
malignos.
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1. ANTECEDENTES

EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma de endometrio es la neoplasia maligna del aparato genital femenino que
se presenta con mayor frecuencia estadistica en naciones desarrolladas, al unisono, en
las naciones en proceso de desarrollo, el cancer cervicouterino se posiciona en el lugar
numero uno.!

En los Estados Unidos de América se registraron 50,000 nuevos casos y alrededor de
8,000 muertes en 2013. El porcentaje de posibilidades de una mujer de ser
diagnosticada con carcinoma de endometrio durante su vida, es de 2.6%. La frecuencia
de la edad de presentacion es entre los 50 y 70 afios con una media de 61 afios
cumplidos .2

De acuerdo al Registro Histopatol6gico de Neoplasias Malignas, en México el cancer
de endometrio se posiciona el tercer lugar de las neoplasias malignas ginecoldgicas,
después del cancer del cuerpo uterino y del ovérico. Durante el afio 2003, registro
2.16% del total de las neoplasias malignas femeninas.? La alta incidencia, se encuentra
relacionada al aumento en la esperanza de vida en las mujeres, a los tratamientos a
base de tamoxifeno y al incremento de la obesidad como factor de riesgo en la

poblacién.*

FISIOPATOLOGIA

e Carcinogénesis del adenocarcioma endometrial endometrioide.

La hiperplasia endometrial es una causa importante de sangrado uterino
anormal, y el precursor mas frecuente de carcinoma endometrial. Se define
como una proliferacion aumentada de las glandulas endometriales con
respecto al estroma, que resulta en una mayor relacion glandulas/estroma,
comparado con el endometrio proliferativo normal. Los estudios clinico-
patologicos y epidemioldgicos, han respaldado el potencial maligno de la
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hiperplasia endometrial y el concepto de que las lesiones glandulares
proliferativas se disponen a lo largo de un espectro que, en algunos casos,
culmina en carcinoma. El riesgo estimado de progresion de hiperplasia con
atipia a carcinoma endometrial tipo | es de 8 a 29%. Los estudios moleculares
han confirmado esta relacion, porque la hiperplasia endometrial y el
carcinoma tipo I, comparten alteraciones genéticas especificas adquiridas en
genes relacionados con la oncogénesis. (Kumar V., Abbas A. Robbins y Cotran
2015, pp 1012-1013).°

e Factores deriesgo

La hiperplasia endometrial se asocia a una estimulacion estrogénica
prolongada del endometrio, que puede deberse a anovulacion, aumento de la
produccion de estrogenos en fuentes endégenas o administracion de
estrogenos exdgenos. Las situaciones asociadas son: obesidad, menopausia,
sindrome de ovario poliquistico, tumor de células de la granulosa funcional de
ovario, funcién cortical ovarica excesiva, tratamiento sustitutivo con
estrégenos. (Kumar V., Abbas A. Robbins y Cotran 2015, pp 1012-1013) °

CAMBIOS EN LA CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

La clasificacion de la hiperplasia endometrial ha gozado de numerosa terminologia a
través de los afios. De acuerdo a la clasificacion de la Organizacién Mundial de la
Salud “OMS 1994”, basada en complejidad glandular y atipia nuclear, la hiperplasia
endometrial se divide en cuatro grupos: hiperplasia endometrial sin atipia (simple,
compleja), e hiperplasia endometrial con atipia (simple y compleja). El Colegio
Americano de Ginecoobstetras y la Sociedad de Oncoginecologos, declaran que la
clasificacion Neoplasia Intraepitelial Endometrial (NIE), es superior a la de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS 1994) para el reporte histopatologico de la
hiperplasia endometrial. Sin embargo, el sistema de clasificacion de la OMS,
permanece como el mas comun en uso y reporte en la literatura existente.

La nueva clasificacion OMS 2014, aceptada por la Sociedad Internacional de

Ginecopatoélogos, divide hiperplasia en dos grupos: Hiperplasia endometrial simple e
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Hiperplasia endometrial con atipia (HA)/Neoplasia Intraepitelial endometrial (NIE)
(Tabla 1). El esquema de clasificacion OMS 2014 es mas susceptible a identificar
exitosamente lesiones pre malignas que la clasificacion OMS 1994, por lo cual sera la

clasificacion empleada en este protocolo.®

Tabla 1. Comparacién entre las clasificaciones OMS 1994 y 2014 de las lesiones endometriales

precancerosas.

CLASIFICACION OMS 1994/2003 CLASIFICACION OMS 2014

Hiperplasia endometrial simple
Hiperplasia endometrial compleja Hiperplasia endometrial sin atipia

Hiperplasia endometrial simple con

atipia Hiperplasia endometrial con atipia
Hiperplasia endometrial compleja con (HA)/Neoplasia Intraepitelial
atipia Endometrioide (NIE)

Tomado de: Yee Khong, MD, FRCPath, FRCPA “Diagnostic Endometrial Pathology”, Segunda edicion 2019 por
Taylor & Francis Group, LLC

o Hiperplasia Endometrial sin atipia “OMS 2014”

Es una proliferacion exagerada de glandulas de tamafio y forma irregulares, con un
incremento asociado en la proporcién glandula/estroma, en comparacion con el
endometrio proliferativo, pero sin atipia citolégica significativa.

Histopatol6gicamente las glandulas presentan una variacidon en tamafio y forma y
pueden encontrarse separadas por cantidades variables de estroma, incluyendo
superposicion “espalda con espalda”, con una pequefa porcion de estroma
interviniente. Las glandulas se encuentran irregularmente distribuidas, creando una
densidad variable entre glandulas y estroma. Mientras algunas glandulas pueden
presentar una arquitectura normal “en rosca”, otras presentan ramificaciones, o

dilatacién quistica. El epitelio es de tipo columnar estratificado, con mitosis frecuentes.’

e Hiperplasia endometrial con Atipia/Neoplasia Intraepitelial Endometrial
(NIE) “OMS 2014”

17



Es una proliferacion monoclonal de glandulas endometriales pre malignas, las cuales
se caracterizan por alteraciones arquitectonicas y citolégicas, que son propensas a
transformacion maligna hacia adenocarcinoma endometrial endometrioide (tipo I). Esta
lesion se caracteriza por presentar atipia citolégica superpuesta sobre una hiperplasia
endometrial. El promedio de la edad de presentacion es 53 afios de edad, teniendo
como riesgo principal el hiperestrogenismo exdgeno o enddgeno. El sangrado
postmenopausico o0 sangrado uterino anormal en mujeres peri menopausicas, es el
sintoma mas comun presentado.

En el desarrollo de ésta, se encuentra implicada la mutacién con inactivacién de
PTEN, un gen supresor de tumores; asi mismo se han encontrado mutaciones de
genes reparadores “mismatch” de KRAS y de beta-catenina.

Histopatologicamente, se caracteriza por agregados superpuestos de glandulas
tubulares o con ramificaciones citolégicamente alteradas. La distincion entre hiperplasia
endometrial con y sin atipia, estd basada en la atipia nuclear, la cual puede incluir
aumento de tamafo, pleomorfismo, redondeo, pérdida de la polaridad y presencia de
nucléolos. La atipia nuclear es variable, tanto de manera cualitativa como cuantitativa.
A menudo esta lesion, esta acompafiada de cambios metaplasicos, los cuales no
tienen relevancia en el comportamiento clinico, pero por los cambios nucleares que
presentan, agregan dificultad en el diagnéstico de atipia nuclear.”

El diagndstico histopatologico para NIE presenta un cuadro morfolégico amplio el cual

se resume en la tabla siguiente (tabla 2):
CRITERIO HISTOPATOLOGICO DEFINICION PAUTAS PARA APLICACION ‘

En la préctica, 55% del tejido debe
SUPERPOSICION GLANDULAR La relacion glandula-estroma debe estar compuesto de
exceder 1:1 glandulas/estroma. Esta caracteristica
es determinada mejor a bajo aumento.
Una vez que sea notada un area de

3 superposicion glandular, debera
Las glandulas superpuestas deben

~ < analizarse cuidadosamente la citologia
DEMARCACION CITOLOGICA diferir citolégicamente del endometrio oo
de ese foco, para observar si difiere

circundante. .
con el resto del endometrio normal

circundante. Se recomienda a 10-20x

. y El objetivo de 10x en la mayoria de los
TAMARO El tamafio de la lesién debe ser mayor . . )
microscopios, abarca un area
de 1mm. ) )
aproximada de 2mm:; por lo tanto, si la
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lesiéon es mayor a medio campo de
10x, es seguramente mayor de 1mm.
Hay que confirmar que lesiones

) . o ) imitadoras como metaplasia,

EXCLUSION DE LESIONES Lesiones imitadoras reactivas o ) -
. ) endometrio secretor, pdlipos y

IMITADORAS neopléasicas deben ser excluidas. .

endometrio basal, no se encuentren

presentes.

Tabla 2. Criterios diagnosticos de Neoplasia Intraepitelial Endometrial. (Tomado de “Diagnostic Endometrial Pathology
Second edition” T. Yee Annie N. 2019 pag. 95)

CARCINOMA ENDOMETRIAL TIPO | (ENDOMETRIOIDE)

Es una neoplasia glandular que presenta una configuracion acinar, papilar, o
parcialmente solida, pero que carece de las caracteristicas nucleares del carcinoma
seroso endometrial.

Bokhman propuso que los carcinomas endometriales son patogénicamente divisibles
en tipo | y tipo Il. Los factores de riesgo entre los carcinomas tipo | (Adenocarcinoma
endometrioide de bajo grado y sus variantes) son similares. Mujeres postmenopausicas
con concentraciones totales altas de estrégenos, sindrome de ovario poliquistico,
tumores ovaricos productores de estrégenos, menarca temprana, menopausia tardia,
nuliparidad u obesidad, se encuentran en riesgo de presentar esta condicion.
Clinicamente, la edad diagndstica es en promedio a los 63 afios de edad y el 90% de
las pacientes, cursa con algun tipo de descarga vaginal, por lo general sangrado
anormal. Pacientes con estenosis cervical, pueden presentar dolor pélvico, asi como
células glandulares malignas, pueden ser encontradas en citologia cervicovaginal. Las
mujeres con enfermedad avanzada, pueden presentar distension abdominal y
sensacion de opresion y dolor pélvico.

Histopatologicamente, el carcinoma endometrioide tipo I, presenta tipicamente una
arquitectura glandular o villoglandular revestida por epitelio columnar estratificado con
arquitectura superpuesta, ramificante y compleja. La celularidad de revestimiento, es
usualmente columnar y comparte un borde apical comun con las células adyacentes,
resultando en un lumen glandular suavemente contorneado. El citoplasma de las
células neopléasicas, es eosindfilo y granular; la atipia nuclear usualmente es de leve a

moderada con nucléolos discretos, excepto en los carcinomas poco diferenciados.
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La distincion entre carcinoma endometrioide bien diferenciado y neoplasia intraepitelial
endometrial esta basada en la presencia de invasion estromal, definida por la pérdida
de estroma interpuesto (un patron glandular confluente o cribiforme), estroma
endometrial alterado (reaccion desmoplasica) o arquitectura papilar (patrén

villoglandular).”

e Clasificacion clinico-patolégica.

Carcinoma endometrial Tipo I: tumores de histologia endometrioide grado 1 o
2; estos comprenden aproximadamente 80% de los carcinomas de endometrio.
Tienen un mejor prondéstico y son sensibles a estrégenos. Pueden ser
precedidos de hiperplasia endometrial compleja o atipica.

Carcinoma endometrial Tipo I1: representan entre 10 y 20% de los carcinomas
de endometrio. Incluyen los tumores endometrioides grado 111, asi como los
tumores de histologia no endometrioide: seroso, mucinoso, de células claras,
escamoso, de células transicionales, mesonéfrico e indiferenciado. Estos
tumores tienen peor prondstico, son de alto grado y no estan asociados con
estimulacion estrogénica. Raramente presentan una lesién precursora. 8

(Leslie KK, Thiel KW, Goodheart MJ, De Geest K, Jia Y, Yang S. Endometrial
Cancer. Obstetrics and Gynecology Clinics of North America. 2012;39(2):
255-68)

e Diagnéstico clinico.

El diagnostico se realiza mediante la evaluacion de la biopsia de endometrio,
legrado uterino, o histerectomia.® La biopsia de endometrio puede realizarse
en el consultorio empleando una canula de Novak o Pipelle, ya sea bajo vision
directa mediante: histeroscopia, dilatacion-curetaje o haciendo un legrado
fraccionado, cuya sensibilidad para establecer el diagndstico es de 78%
(intervalo de confianza [IC] al 95%: 76.3-79.6%) y su especificidad de 95.8%
(1C al 95%: 95-96.1%).%0

(Werner HM, Trovik J, Marcickiewickz J, Tingulstad S, Staff AC, Engh ME, et
al. A discordant histological risk classification in preoperative and operative
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e Histopatologia del carcinoma endometrial de tipo endometrioide.
Los carcinomas endometrioides generalmente consisten en glandulas de tipo
endometrial ramificadas, complejas y consecutivas, de diferenciacion variable con
estroma intermedio nulo o minimo. Las estructuras cribiformes se forman cuando las
células tumorales crecen mas dentro de las luces glandulares. Ocasionalmente, se
puede ver el patron villoglandular (arquitectura papilar). Las glandulas tumorales estan
tipicamente revestidas por epitelio columnar estratificado. El citoplasma de las células
neoplasicas suele ser eosindfilo y granular, y las células del revestimiento comparten
un borde apical comun que da como resultado una luz glandular con contorno suave.
La atipia nuclear suele ser de leve a moderada, con nucléolos discretos. Sin embargo,

el carcinoma pobremente diferenciado con nudcleos de grado Ill no es infrecuente. 't

EL ROL DE CICLINA-D1y BCL-2 EN LA FISIOPATOLOGIA DE LAS LESIONES
ENDOMETRIALES PRECURSORAS DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL.
BCL-2

Apoptosis, o0 muerte celular programada, es un proceso complejo en el cual Bcl-2 tiene
un papel importante. Bcl-2 es un protooncogén que actia previniendo la apoptosis vy,
por lo tanto, prolonga la supervivencia celular. Se ha encontrado que la expresion de
Bcl-2 es hormonalmente regulada en el endometrio, porque sigue de cerca los niveles
de receptor de estrogeno (RE), con pico de actividad en fase proliferativa cuando
ocurre la maxima expresion de RE. Por lo tanto, se ha sugerido que los desequilibrios
entre proliferacion y apoptosis estén involucrados directamente en el desarrollo de
lesiones endometriales como hiperplasia, p6lipos y carcinoma. %13

Laban Et al., Simin Et al. y Cai Et AL41516 reportaron como resultado de sus
publicaciones, una inmunoexpresion positiva del anticuerpo Bcl-2 predominante en
tejido endometrial con diagnéstico de adenocarcinoma endometrioide Grado |, en
comparaciéon con el tejido endometrial con diagndstico de hiperplasia con atipia. Por el
contrario, las publicaciones de Risberg Et al., Hassan Et al. y Trabzonlu Et al.17:18.19,

realizadas con las mismas lesiones de tejido endometrial, reportaron una

21



inmunoexpresion positiva del anticuerpo Bcl-2 predominante en las muestras con

diagndstico histopatoldgico de hiperplasia con atipia. (ver Figura 1)

Representacion esquematica de la via apoptoética intrinseca que demuestra un proceso escalonado desde la
deteccion de sefiales de estrés hasta la disfuncién organelar.

Figura 1. Las sefiales de estrés de una variedad de agresiones, son detectadas por las proteinas proapoptoticas
s6lo BH3 y comunicadas a las proteinas Bcl-2 proapoptéticas y antiapoptoéticas multidominio. La interaccién funcional
de las proteinas finalmente resulta en la activacion de BAX y BAK en los organelos objetivo, como las mitocondrias y

reticulo endoplasmico, que participan en la apoptosis al liberar factores apoptogénicos y Ca2 +, respectivamente.?
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Ciclina D1.

Las ciclinas, quinasas dependientes de ciclinas y productos de genes supresores
tumorales, interactian y regulan el ciclo celular normal. Se requieren Ciclina D1 y
guinasas dependientes de ciclina para completar la transicion G1 / S en células
normales de mamiferos. Ciclina D1 (PRAD-1, CCND-1) se encuentra en el cromosoma
11913 y exhibe muchas caracteristicas de oncogenes celulares. La sobreexpresion de
Ciclina D1 se asocia con linfoma de células del manto, carcinoma epidermoide de
células del cuello uterino, carcinoma de ovario, cancer de mama, carcinoma de células
de transicionales de la vejiga urinaria, y carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.?122

(ver figura 2)
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Los mecanismos de la desregulacion de la Ciclina D1 en las neoplasias endometriales,
no estan bien definidos, pero es muy probable que la desregulacién contribuya a un
aumento en la proporcidn de células en transicion de G1 a fase S. La sobreexpresion
de Ciclina D1, puede ser uno de los varios mecanismos involucrados en la neoplasia
endometrioide, glandulas endometriales y estroma proliferativo, incluso cuando su

actividad mitética no sobreexpresa Ciclina D1. 2122

Previamente, Nikaido et al; detectaron sobreexpresion de Ciclina D1 en el 40% (30/74)
de los casos con adenocarcinoma endometrial, comparado con 68% reportado por
Quddus et al. Demostrando el dltimo estudio, tendencia a la expresion preferentemente

en adenocarcinoma endometrial versus neoplasia intraepitelial endometrial. 2122
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Figura 2. Como parte de su funcién en el ciclo celular, la Ciclina D1 interactia con las enzimas CDK4 o CDKS6,

iniciando la fosforilacién (P) de la familia de retinoblastoma de represores transcripcionales (pRb, p107, p130). Como
resultado, los factores de transcripcion E2F se liberan, lo que permite la sintesis de genes de fase S5. Esta actividad
de ciclina D1-CDK4 / 6 alcanza su punto maximo en la fase G1 tardia (asterisco) y se encuentra entre los principales

determinantes del inicio de la replicacién del ADN vy la finalizacién auténoma del ciclo celular.??

IMPORTANCIA CLINICO-PATOLOGICA DE LA EXPRESION DE BCL-2 Y CICLINA
D1 EN LAS LESIONES ENDOMETRIALES.
Distinguir entre lesiones in situ, e invasoras, tiene implicaciones clinicas significativas

porque distintas condiciones pre malignas endometriales requieren una intervencion
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adecuada. Las alteraciones de los genes involucrados en el desarrollo de las lesiones
precursoras y del carcinoma endometrial, tienen posibilidad de debutar de formas
variadas, y dado que las alteraciones oncogénicas tienden a involucrar genes que son
reguladores del ciclo celular y con funciones apoptoticas, la mayoria de los tipos de
alteraciones, resultan de un sistema compuesto de activacion de oncogenes y de
inactivacion de genes supresores de tumorales. La evaluacion simultanea de la
inmunoexpresion de Bcl-2 y Ciclina D1, que intervienen tanto en la apoptosis, como en
la progresion del ciclo celular, en la carcinogénesis representaran una herramienta
tanto diagndstica diferencial entre las lesiones comprendidas en las variables de este
protocolo, al esperar una sobreexpresion mayor de uno o de ambos anticuerpos
conforme se lleva a cabo el proceso de transformacion de neoplasia intraepitelial
endometrial a carcinoma endometrial y la proliferacion de sus células neoplasicas.

El riesgo de cancer coexistente en mujeres  con diagndstico de hiperplasia
endometrial en la evaluacion de muestras de biopsia / curetaje endometrial se debe a
limitaciones tanto en el muestreo endometrial como en las diferencias de clasificacion
diagndstica entre los patbélogos. Existen factores que limitan el diagndstico
histopatolégico de las biopsias de legrado endometrial, como lo son datos clinicos
insuficientes, muestreo inadecuado, ademas de dificultades técnicas, como una fijacion
inadecuada y una calidad de tincion deficiente, la falta de experiencia del patdlogo en la
evaluacion del tejido del endometrio, por lo cual es imperativo optimizar el material
recibido por el departamento de patologia para ofrecer una certeza diagndstica en los
casos mencionados. Allison Ki, Reed SD, Voigt LF, et al. han informado que la
insuficiencia de material es la principal causa de diagndstico erréneo. 24
Histopatol6égicamente, muchas de las caracteristicas de diagndstico de atipia
(irregularidad nuclear, pérdida de polaridad, nucléolo prominente, engrosamiento de
cromatina) también se pueden observar en irregularidades hormonales, regeneracion y
cambios metaplasicos. La hiperplasia endometrial es una de las lesiones mas
comunmente diagnosticadas erréneamente (sobre diagnosticadas)?®. Los pdélipos
endometriales a menudo se diagnostican como hiperplasia debido a problemas de

fijacion, mala conduccion de secciones y legrado por sangrado excesivo?®.
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2. JUSTIFICACION

La neoplasia endometrial Intraepitelial, y el adenocarcinoma de endometrio de tipo de
endometrioide grado I, son lesiones que presentan problema diagndstico y de
clasificacion imprecisa, debido a similitud morfolégica y la insuficiente cantidad de tejido
muestreado en una biopsia o legrado endometrial. A diferencia de los especimenes de
histerectomia, donde se cuenta con la posibilidad de muestreo de diferentes areas del
Utero. En la literatura existen estudios de la inmunoexpresion de Bcl-2 y Ciclina D1 en
tejido endometrial, tomando en cuenta ambos anticuerpos por separado, los cuales han
mostrado resultados contradictorios, pero aun no existe ningun estudio comparativo
entre los marcadores mencionados que incluya hiperplasias con atipia/neoplasias
Intraepiteliales y adenocarcinomas endometriales Endometrioides Grado | con el
objetivo principal de ser un referente para apoyo de un diagnéstico diferencial entre las
lesiones comprendidas en este protocolo.

Es importante la correcta clasificacion de estas lesiones debido al manejo
interdisciplinario clinico segun el reporte histopatologico; por lo cual se pretende
evaluar la sobreexpresién por inmunohistoquimica en biopsias de endometrio como
método auxiliar en el diagnéstico diferencial entre neoplasias intraepiteliales

endometriales y adenocarcinomas endometrioides de endometrio Grado |.

Actualmente en la literatura encontrada, no existe registro de que se hayan realizado
estudios de este tipo en poblacion mexicana.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia significativa en la inmunoexpresion de Ciclina D1 y Bcl-2 en el

adenocarcinoma endometrioide Grado | y la Neoplasia Intraepitelial Endometrial?
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4. HIPOTESIS

Se encontrara mayor inmunoexpresion de Ciclina D1 y Bcl-2 en el
adenocarcinoma endometrial endometrioide (Grado I) en comparacion con la

Neoplasia Intraepitelial Endometrial.
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5. OBJETIVOS

General:

« Evaluar si existe diferencia significativa en la inmunoexpresion de Ciclina D1 y
Bcl-2 para el diagnéstico diferencial entre Neoplasia endometrial intraepitelial y
adenocarcinoma de endometrio en biopsias de pacientes del Hospital Central
“Dr. Ignacio Morones Prieto”.

Especifico:

e Determinar la capacidad de los anticuerpos Ciclina D1 y Bcl-2 como prueba
auxiliar para el diagnoéstico diferencial entre las neoplasias endometriales
intraepiteliales y carcinomas endometrioides de endometrio Grado |I.

Secundario:

e Reclasificar las lesiones endometriales precursoras del carcinoma endometrial
tipo | comprendidas en éste estudio, de acuerdo a la nomenclatura OMS 2014, la
cual ha demostrado ser la éptima para reducir la variabilidad inter observador
considerando Unicamente las previamente diagnosticadas como “Hiperplasia
Endometrial simple y compleja con atipia”, las cuales se traduciran a “Neoplasia

Intraepitelial Endometrial”.
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6. SUJETOS Y METODOS

Bloques de parafina con diagnéstico histopatolégico de Neoplasia Intraepitelial
Endometrial y adenocarcinoma endometrial endometrioide Grado |, obtenidas por
biopsias endometriales y legrados uterinos registrados en el servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” durante el periodo
comprendido del primero de enero de 2009, al 31 de noviembre de 2019.

Criterios de seleccion.

Inclusion:

e Biopsias de endometrio embebidas en bloque de parafina con diagndstico
histopatoldégico de neoplasia Intraepitelial endometrial y adenocarcinoma de
endometrio tipo endometrioide Grado I.

e Disponibilidad de bloques de parafina en el archivo.

Exclusion:
e Especimenes de estudio Transoperatorio.
Eliminacion:

e Blogues de parafina mal preservados o dafiados.

Variables en el estudio.
Variables Dependientes:
e Inmunoexpresion de Bcl-2 y Ciclina D1
Variable Independiente:
e Biopsias de endometrio admitidas en el servicio de anatomia patolégica por
motivo de sangrado uterino anormal o disfuncional.
Variables de control:
e Edad
e Sexo

e Tipo histologico

Disefio de estudio:

e Retrospectivo y comparativo.
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Factibilidad:
e Es un estudio factible, ya que se cuenta con el equipo y la infraestructura
para su realizacion, asi como también la disponibilidad del anticuerpo, y los
blogues de parafina a los cuales se les realizara el estudio de

inmunohistoquimica.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico utilizado para comprobar significancia en las diferencias en los

porcentajes de células con inmunoexpresién positiva en cada una de las lesiones

endometriales abarcadas dentro del protocolo es Analisis de Varianza paramétrico al

ajustarse el modelo a la normalidad (ANOVA).

Tipo de muestreo

e Consecutivo por conveniencia

Célculo del tamafo de la muestra

e Se utilizaran los blogues de parafina con diagnostico histopatolégico de

neoplasia intraepitelial endometrial y carcinoma endometrial endometrioide

Grado | del archivo del departamento de patologia del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto” durante el periodo comprendido del 1 de enero de

2009 al 31 de noviembre de 2019.

e Se calcul6 el tamafio de la muestra de acuerdo a la formula establecida para

estudio de casos y controles con el método de Schlesselman:

-

o= 0.05
B= 0.20
P, = 0.27
P, = 0.07
n= 54.2
Redondeo= 55.0
P= 0.17

Referencias:

Zo N2p(1-p) + ZB Vpu(1-py) + pa(l-p2) } 2
p1—p2
Confianza % Potencia % Z=
95 80 1.96
0.84

Probabilidad de efecto en un grupo

Probabilidad de efecto en el otro grupo

Promedio de las 2 probabilidades

Schlesselman J.J., Sample Size Requirements in Cohort and Case — Control Studies of Disease. Am J Epid. 99:381-384,1974.
Lwanga SK, Lemeshow S. Sample size determination in health studies. A practical manual. Geneva: World Health Organisation, 1991.

Figura 3. Formula de Schlesselman para el calculo del tamafio de la muestra del estudio de casos y controles.

Prueba piloto
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Se realizaréa prueba piloto al no contar con el suficiente nimero de casos requeridos

segun el célculo del tamafio de muestra empleando el método de Schlesselman. Dicha

prueba piloto consta de un censo de casos de neoplasias Intraepiteliales endometriales

y adenocarcinomas Endometrioides grado | comprendidos en un periodo de diez afos

(2009-2019).

Cuadro de Variables.

Tipo de
Variable Definicién operacional | Valores posibles Unidades _
variable
Independiente
o 1. Neoplasia
Biopsia o o
Intraepitelial
legrado _ .
_ Lesion precursora o endometrial
endometrial con y o
_ o lesion neoplasica o .
diagnostico de _ . _ Biopsia Categodrica
_ . maligna del tejido 2. Adenocarcinoma de
Hiperplasia con . o
o endometrial. endometrio bien
atipia (NIE) / _ .
_ diferenciado (G1)
Adenocarcinoma
Dependientes
e Negativo: H Score
_ (< 10 % de células|[1 x (%
La presencia de -
_ _ positivas) = Score 0 células
inmunoreaccion N _
. . e Positivo débil: 1+) + 2 X
Inmunoexpresion | membranal/citoplasmica ) _
i (10-30% de células | (% células | continua
de Bcl-2 de la células pre N
o positivas) = Score 1 2+) + 3 X
neoplasicas y i
L e Positivo (% células
neoplasicas.
moderado: 3+)]
(31-60% de células
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positivas) = Score 2 Umbral de
e Positivo intenso: | corte.
(> 60% de células | 0-300
positivas) = Score 3
e Negativo:
(< 10 % de células
. H Score
positivas) = Score 0
L 1 x (%
e Positivo débil: ]
] células
(10-30% de células
: . 1+) + 2 x
Presencia de positivas) = Score 1 ]
) . (% células
.| inmunoreaccion nuclear e Positivo
Inmunoexpresion ) 2+) + 3 X _
o en las células pre moderado: i continua
de Ciclina-D1 . (% células
neoplasicas y (31-60%  de  células 34)]
+
neoplasicas positivas) = Score 2
e Positivo intenso:
Umbral de
(> 60% de células
corte.
positivas) = Score 3
0-300
Tiempo vivido de una | Afos cumplidos por la| _
Edad Afos Continua

persona

paciente

Tabla 3. Cuadro de Variables.
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H-SCORE

El H-score es una medida para convertir marcadores de inmunohistoquimica a un
rango mas cuantitativo, se utiliza para estandarizar la medicion de la inmunoexpresion
de los anticuerpos en las células estudiadas. Este sistema de puntuacion se utiliza
habitualmente para la evaluacion de inmunohistoquimica; inicialmente en cancer de
mama en receptores de estrogenos, progesterona y Her2neu, siendo considerado
como el “estdandar de oro” en la evaluacion y presentacion de datos de
inmunohistoquimica, por su factibilidad para realizar las mediciones se ha adaptado su
utilidad en otros marcadores de inmunohistoquimica, neoplasias y tejidos como pulmon,
médula ésea, colon, entre otros. 2’ El H-Score se basa en la evaluacién de intensidad
de la inmunoexpresion del anticuerpo en las células estudiadas y el porcentaje de
inmunoexpresion positiva de dichas células: evaluandose de la siguiente manera:
negativo (0), débil (1), moderado (2) e intenso (3). Cuyo valor va de 0-300 con la
siguiente formula:

[1 X (% células 1+) + 2 x (% células 2+) + 3 x (% células 3+)]

En términos para la correcta aplicaciéon del método en nuestro estudio, se sustituiran
los valores de acuerdo con los indicadores de medicion la formula de la siguiente

manera.

(1 x % de células con tincion débil) + (2 x % células con tincion moderada) + (3 x % de

células con tincién intensa). 28

En su estudio, Hassan y Sangwan 2230 utilizaron el método de H-Score, como sistema
de cuantificacion para la Inmunoexpresion de Bcl-2 y Ciclina-D1 en neoplasias
Intraepiteliales endometriales y adenocarcinomas endometriales tipo | bien
diferenciados, de la siguiente manera:

e Intensidad de inmunoreaccién: 0O=negativo; 1=positivo débil; 2=positivo

moderado; 3=positivo intenso
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e Porcentaje de Inmunoexpresion positiva en las células estudiadas como: a=
porcentaje de células positivas con tincion débil, b=porcentaje de células
positivas con tincibn moderada y c=porcentaje de células con tincion intensa.

e Se representa la férmula de la siguiente manera:

o [(Ixa)+(2xb)+(3xc)

Con fundamento en los resultados de los estudios obtenidos por Hassan y Sangwan
empleando el método del H-Score en un area de cuatro campos de alto poder (4 HPF)
contando por lo menos 50 células. Cuando menos del 10% de las células fueron
positivas, se les asignd un score de “0”, cuando fueron positivas del 10 al 30% se les
asigno un score de “17, del 31 al 60% se les asigno un score de “2”, y mas del 60% de

células positivas se les asignoé un score de “3”.

Realizadas las aclaraciones pertinentes anteriores por Hassan y Sangwan, y en
consenso con el comité del departamento de Anatomia Patologica del Hospital Central
“Dr. Ignacio Morones Prieto”, se establecié que la medicién de Bcl-2 y Ciclina-D1 con

H-Score, es la forma mas adecuada para su evaluaciéon estandarizada.
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8. ETICA

Posterior a revisar la declaracion de Helsinki (1964 y su ultima revision en el 2013), en
su Articulo 8 en el que se habla sobre el derecho del paciente a tomar decisiones
informadas y el derecho a su autodeterminacion, aunado al Articulo 5 en el que se
expresa que el bienestar del paciente debe ser siempre precedente sobre los intereses
de la ciencia o de la sociedad, asi mismo, posterior a revisar la Norma Oficial
Mexicana-004-SSA3-2012, del expediente clinico en su apartado 4.2 sobre el
consentimiento informado y Ley general de salud en el su Articulo 13 en el que se
expresa que toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan
prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos y
bienestar sumado a su Articulo 16 en el que establece que en las investigaciones en
seres humanos se protegerd la privacidad del individuo sujeto de investigacion,
identificandolo s6lo cuando los resultados lo requieran y éste lo autorice; entendido
esto, y asi como lo marca esta ultima Ley se concluye que esta es una investigacion sin
riesgo ya que serd un estudio que emplea técnicas y métodos de investigacion
documental retrospectivos y no se realiza ninguna intervencion o modificacion
intencionada en las variables fisiologicas, psicoldgicas y sociales de los individuos que
participan en el estudio, en este estudio no estan considerados cuestionarios,
entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en los que no se le identifique ni se
traten aspectos sensitivos de su conducta. Para el presente estudio no se hara
participe al paciente, sélo se utilizaran los informes histopatoldgicos y los bloques de
parafina de los mismos. Los datos con los cuales se identificara el material seran con el
namero de quirargico asignado, los cuales serdn manejados con estricta
confidencialidad y sera sujeto a los lineamientos de COFEPRIS Y CONBIOETICA.

Por (ltimo, se revisé la LEY GENERAL DE PROTECCION DE DATOS PERSONALES
EN POSESION DE SUJETOS OBLIGADOS, la cual en su articulo veintidds, inciso IX,
establece que el responsable del manejo de una base de datos, no estara obligado a
recabar el consentimiento del titular para el tratamiento de sus datos personales en

caso de ser sometidos a un procedimiento previo de disociacion.
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9. RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion del estudio (Casos):

En el periodo comprendido entre el 01 de enero de 2009 al 31 de diciembre de 2019 en
cuanto al sexo y edad, fueron 79 casos de mujeres; 41 con diagnostico de Neoplasia
Intraepitelial Endometrial, y 38 con diagndstico de Adenocarcinoma Endometrial
Endometrioide Grado |. Las cuales presentaron una edad promedio de 49 afos

cumplidos, con una minima de 29 y una maxima de 73 afios cumplidos.

Total de casos de Neoplasia Total de casos de Adenocarcinoma
Intraepitelial Endometrial Endometrial Endometrioide Grado |
41 38

Tabla 4. Numero de casos por tipo de lesién evaluados en el estudio.

Edad de los 41 casos de Edad de los 38 casos de
Neoplasia Intraepitelial Adenocarcinoma Endometrial
endometrial (NIE) Endometrioide Grado |
Edad promedio | 46 afios Edad promedio | 53 afios
Edad minima 35 afos Edad minima 29 afios
Edad maxima | 67 afios Edad maxima | 73 afios
Tabla 5. Edad de los casos de Neoplasia Tabla 6. Edad de los casos de Adenocarcinoma
Intraepitelial Endometrial. Endometrial Endometrioide Grado 1
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Figura 4. Fotomicrografias demostrando la Inmunoexpresion de los anticuerpos BCL-2 (10x) (A) y Ciclina-D1 (10x) (B), en
Neoplasia Intraepitelial Endometrial. Fotomicrografias demostrando la Inmunoexpresion de los anticuerpos BCL-2 (40x)
(C) y Ciclina-D1 (40x) (D) en Adenocarcinoma Endometrial Endometrioide Grado .

En relacion con los resultados obtenidos por inmunohistoquimica, con el marcador

BCL2, se obtuvieron los siguientes datos (Tabla 5 y Gréfica 1):

o Neoplasias Intraepiteliales Endometriales: Once casos resultaron negativos, y
treinta positivos, con un rango de H-Score de 10 a 300.

e Adenocarcinomas Endometriales Endometrioides Grado | Ocho casos
resultaron negativos, y treinta positivos, con un rango de H-Score de 10 a 300.

e Al realizarse la comparacion de la inmunoexpresion entre ambas lesiones, se
obtuvo una desviacion estandar de 107.5336 en neoplasias Intraepiteliales
endometriales, y 98.02243 en adenocarcinomas endometriales Endometrioides
grado uno, con una P de 0.917, y una Z 0.104, no demostrando significancia
estadistica.
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RESULTADO DE LA | NEOPLASIA ADENOCARCINOMA
INMUNOEXPRESION INTRAEPITELIAL ENDOMETRIAL
ENDOMETRIAL ENDOMETRIOIDE GRADO1

NEGATIVO 11 8

POSITIVO DEBIL 15 14

POSITIVO MODERADO 7 9

POSITIVO INTENSO 8

TOTAL 41 38

Tabla 7. Resultados de la inmunoexpresién del anticuerpo BCL-2 en Neoplasias Intraepiteliales Endometriales y en
Adenocarcinomas Endometriales Endometrioides Grado |

Distribucion ordenada de la inmunoexpresion del anticuerpo BCL-2 segun su

valor obtenido por H-Score

350

300
—— H-SCORE BCL-2 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL
ENDOMETRIAL
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Figura 5 .Gréfica que presenta la distribucion ordenada de valores de H-Score segun el resultado de la inmunoexpresion
del anticuerpo BCL-2 en Neoplasias Endometriales Intraepiteliales y Adenocarcinomas Endometriales Endometrioides
Grado I.
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En relacion con los resultados obtenidos por inmunohistoquimica, con el marcador
Ciclina D1, se obtuvieron los siguientes datos (Tabla 5 y Gréfica 1):
e Neoplasias Intraepiteliales Endometriales: cuatro casos resultaron negativos, y
treinta y siete positivos, con un rango de H-Score de 10 a 300.
e Adenocarcinomas Endometriales Endometrioides Grado I: Ocho casos
resultaron negativos, y treinta positivos, con un rango de H-Score de 10 a 300.
Al realizarse la comparacion entre ambas lesiones, se obtuvo una desviacion estandar
de 94.8272 para Neoplasias Intraepiteliales Endometriales y de 108.7358
para Adenocarcinomas Endometriales Endometrioides Grado I; con una P de 0.591, y

una Z de 0.537, no demostrando significancia estadistica.

RESULTADO DE LA | NEOPLASIA ADENOCARCINOMA
INMUNOEXPRESION INTRAEPITELIAL ENDOMETRIAL
ENDOMETRIAL ENDOMETRIOIDE GRADO 1
NEGATIVO 4 8
POSITIVO DEBIL 17 14
POSITIVO MODERADO 8 4
POSITIVO INTENSO 12 12
TOTAL 41 38

Tabla 8. Resultados de la inmunoexpresion del anticuerpo Ciclina D1 en Neoplasias Intraepiteliales Endometriales y en
Adenocarcinomas Endometriales Endometrioides Grado 1

Distribucion ordenada de la inmunoexpresion del anticuerpo Ciclina D1 segun su

valor obtenido por H-Score
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H-SCORE H-SCORE H-SCORE
CICLINA D-1- | CICLINA D-1- H-SCORE Bcl-2 Bcl-2
NIE CE NIE CE
Promedio 123.29 110.92 97.20 99.61
Desviacidon Estandar 94.83 108.74 107.53 98.02
Minimo 0 0 0 0
Maximo 300 300 300 300
Nimero de casos 41 38 41 38
Wilcoxon - Mann/Whitnhey Test
z “corrected for ties” 0.763 0.458
p-value (two-tailed) 0.445 0.647
Z= 0.537 0.104
P= 0.591 0.917
Tabla 9. Resultados de la metodologia y estadistica aplicados segun el test de Wilcoxon - Mann/Whitney
Frecuencia de la Inmunoexpresion en ambas lesiones
Inmunoexpresion NIE | CE Total % NIE % CE % Total
Negativo 4 8 12 9.76 21.05 15.19
Positivo débil 17 | 14 31 41.46 36.84 39.24
Positivo moderado 8 4 12 19.51 10.53 15.19
Positivo intenso 12 | 12 24 29.27 31.58 30.38
Total 41 | 38 79 100.00 100.00 100.00
x% = 285 P= 0.42(NS)

Tabla 10. Frecuencia e intensidad de la inmunoexpresién de los anticuerpos Ciclina D1y Bcl2 en NIE y CE
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Frecuencia de la Inmunoexpresion de los
anticuerpos en ambas lesiones:

H%NIE m%CE ®m%Total

41.46

Negativo Positivo débil Positivo moderado Positivo intenso

Figura 7. Gréafica demostrando la frecuencia ordenada en porcentajes de la inmunoexpresion e intensidad de la misma,
de los anticuerpos Bcl-2 y Ciclina D1.
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10.DISCUSION

El carcinoma endometrial, es una de las neoplasias malignas mas comunes que
afectan el aparato genital femenino, abarcando el segundo lugar en frecuencia en
mujeres mexicanas. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la

Salud, para México la frecuencia de esta enfermedad en 2018 fue de 7266 casos, cifra
gue la coloco por debajo de la del cancer cervicouterino entre las neoplasias malignas
del aparato genital femenino 3!, desplazando a las neoplasias malignas de

Ovario, las cuales habian prevalecido en el segundo lugar, segun la Direccion de
Epidemiologia de la Secretaria de Salud.®?

El desarrollo del carcinoma endometrial endometrioide, involucra una serie de pasos de
adquisiciéon de diversas alteraciones genéticas en genes supresores tumorales y
oncogenes. Diversos estudios han demostrado previamente que la exposicion
prolongada a estrogenos por mas de dos afos, duplica y en algunos casos, triplica el
riesgo de desarrollo de carcinoma endometrial de tipo endometrioide 33, el cual se
posiciona como el tipo histopatolégico mas comun de las neoplasias malignas de
origen epitelial en el cuerpo uterino.

La familia de proteinas Bcl-2, es conocida por participar de manera contundente en la
regulacion de los cambios ciclicos a nivel endometrial, manteniendo el equilibrio en la
proliferacion de las células endometriales; Mientras que la  familia de las ciclinas, son
un componente clave en la regulacion del ciclo celular, teniendo la capacidad de activar
genes necesarios para la progresion de la fase S a la fase G1 del mismo; Hasta la
fecha, el papel definitivo de éstas familias en la iniciacion, diferenciacion e infiltracion o
extensiéon del carcinoma endometrial no ha sido bien definido, ni investigado
sistematicamente, siendo propuestas ciertas asociaciones entre la amplificacion génica
o desregulacion transcripcional de las proteinas previamente mencionadas, Yy
evaluables mediante su sobreexpresion, traducida en la inmunoexpresion de los
anticuerpos comprendidos en éste estudio.

Existen diferentes estudios que han investigado la inmunoexpresion de Bcl-2 y Ciclina

D1 en endometrio sin alteraciones, endometrio hiperplasico, asi como endometrio con
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diagndstico de adenocarcinoma, la mayoria de ellos, con resultados inconsistentes y
datos no concluyentes; aunque ninguno de ellos realizado en poblacién mexicana.

Algunos autores citados en el presente protocolo, como Laban y colaboradores,
realizaron un estudio en 100 muestras de tejido endometrial en bloques de parafina,
donde encontraron un aumento significativo en la inmunoexpresion de Bcl-2 en
endometrio sin alteraciones histologicas, hiperplasia sin atipia, con atipia / Neoplasia
Intraepitelial endometrial y adenocarcinoma Grado | (P = 0,002, P = 0,0008 y P=
0,0001, respectivamente). Hubo una diferencia significativa entre la inmunoexpresion
de diferentes tipos de hiperplasia endometrial; a medida que variaba desde hiperplasia
sin atipia y neoplasia Intraepitelial endometrial (P <0.05). La tincion con Bcl-2 no mostro
una correlacion significativa con los estadios moderadamente, poco diferenciados y
diferentes del adenocarcinoma (P = 0,6, P = 0,29 y P = 0,1 respectivamente).
demostrando que los resultados obtenidos, podrian indicar un papel sustancial para
Bcl-2 como uno de los impulsos de iniciacion de la carcinogénesis endometrial, pero no

en la progresion de la lesion.

Simin y colaboradores, por otra parte, realizaron un estudio con 94 muestras de tejido
endometrial, en las cuales la tasa de expresion de Bcl-2 fue 54,2% en el grupo de
cancer, 76,2% en el grupo con hiperplasia y 60% en el grupo que contenia tejido

normal (p = 0,23), demostrando ausencia de significancia estadistica.

Risberg y colaboradores estudiaron la expresion de Bcl-2 en 194 muestras de tejido
endometrial con diagnosticos de hiperplasia endometrial, pdlipos, carcinomas y
endometrio ciclico de un area geografica definida. Los resultados se analizaron
estadisticamente con respecto a la expresion del marcador, la localizacion del
componente estromal o glandular y la topografia intraglandular, documentado que la
expresion glandular de Bcl-2 fue mayor en el endometrio proliferativo y los poélipos. La
expresion de Bcl-2 fue significativamente menor en los adenocarcinomas que en las

lesiones hiperplasicas (p = 0,002).

44



Analizando las diferencias entre los estudios previamente comentados y la presente
tesis, es importante destacar que en nuestro estudio, no se trabajé con muestras de
endometrio no neoplasico (proliferativo, secretor , asincronico, etc.), asi como también
se excluyeron las lesiones como carcinomas moderadamente o poco diferenciados,
(Grados Il y IIl) con el propésito de optimizar el conjunto de variables y datos para
Unicamente considerar las variables mas significativas encontradas en el conjunto de

datos original.

La evaluacion estadistica de nuestro estudio, arrojé que la inmunoexpresion de Bcl-2,
fue predominantemente positiva tanto en neoplasias intraepiteliales endometriales
(73.18%, 30 de 41 casos), asi como en adenocarcinomas endometriales
endometrioides Grado | (78.95%, 30 de 38 casos), (p=0.917). En cuanto a la
inmunoexpresiéon de Ciclina D1, fue predominantemente positiva en neoplasias
Intraepiteliales endometriales (90.25%, 37 de 41 casos), asi como en adenocarcinomas
endometriales endometrioides Grado | (78.95%, 30 de 38 casos) (p=0.591). Estos
resultados demostraron que la inmunoexpresibn de ambos marcadores, es
predominantemente positiva y elevada en ambos tipos de lesion endometrial,
demostrando un ligero aumento en la inmunoexpresion positiva de Bcl-2 en los
adenocarcinomas grado uno comparado con los adenocarcinomas Grado |, asi como
un ligero decremento en la inmunoexpresion positiva de Ciclina D1 en los
adenocarcinomas grado uno, comparado con las neoplasias intraepiteliales
endometriales, pero no lo suficiente para demostrar asociacion significativa entre la
inmunoexpresion de los marcadores y alguna de las lesiones que represente
significancia estadistica, por lo que determinamos con este estudio que no se
recomienda el uso de los anticuerpos evaluados como auxiliares en el diagnéstico
diferencial entre neoplasias Intraepiteliales endometriales y adenocarcinomas

endometriales Endometrioides Grado I.
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11.NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Se propone la realizacion de estudio prospectivo con seguimiento estrecho de la
conducta terapéutica clinica empleada posterior al diagnéstico histopatologico de
neoplasias intraepiteliales endometriales/carcinomas endometriales endometrioides
Grado | y evaluar comparativamente las caracteristicas morfologicas y progresion de la
lesion reportada en el estudio histopatolégico de la biopsia previa y/o posterior
histerectomia con el propdsito de evaluar la optimizacion de los criterios
histopatolégicos para el diagndstico de estas lesiones y reduccion de la variabilidad

inter e intra observador .
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12.CONCLUSIONES

El diagnéstico diferencial histopatologico entre neoplasia Intraepitelial endometrial y
adenocarcinoma endometrial endometrioide Grado |, conlleva un efecto clinico
significativo, pues el reporte de cualquiera de las dos lesiones por parte del
anatomopatélogo, debe combinarse con una intervencion clinica adecuada para evitar
el tratamiento insuficiente o excesivo. El propdsito de ésta tesis se centré en buscar
una herramienta auxiliar en el diagnostico diferencial histopatolégico entre dos lesiones
endometriales que, en productos de biopsia o legrado endometrial, a menudo suelen
presentar cierta dificultad diagndstica y de clasificacién debido a la similitud morfol6gica
de ambas, y a la reducida cantidad de tejido sometido para evaluacion. El resultado del
estudio, al no arrojar significancia estadistica para asociar la inmunoexpresion positiva
de los anticuerpos con alguna de las lesiones comprendidas en el presente estudio;
postulamos que los anticuerpos Bcl-2 y Ciclina D1, no representan utilidad como
herramienta auxiliar para el diagnostico diferencial entre neoplasias endometriales
intraepiteliales y adenocarcinomas endometriales endometrioides Grado |. Por lo
anterior, y aunado a la publicaciébn de resultados inconsistentes en otros estudios
similares realizados con anterioridad; los nuestro estudio concluye que la realizacion de
estos anticuerpos no representa utilidad con propésito de diagndstico diferencial entre
las lesiones pre invasoras e invasoras de tipo endometrioide en productos de biopsias

de endometrio.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Carta de aprobacion por el comité de investigacion.

Anexo 2. Carta de confidencialidad de datos.

Anexo 3. Carta de aprobacion por comité de Etica en Investigacion

Anexo 4. Carta de aprobacién y nUmero de registro

Anexo 5. Fichas técnicas de los anticuerpos Bcl-2 y Ciclina D1
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cyile. Gyeins fomm a com plex with ther parmer, oyclin-dependent kinase (Cdk), which
achates e latta'’s prokinkinas: nction Grdine @2 sonamed becaus they e
produced or degradedas needed in orderto drive the cellthmughthe

different stages ofthe cell cpcle. When ks concentrations in the cell ame low, the cydin
detaches fom the Ok, inhibiting the enzyme’sacivity, probably by casinga proein
chainto blok the eneymatic ste.

Cylin 01 or PRAD-1 or bid-1 ks one of the key cell-cyde requiators, and functioms in
assoclationwith (k4 andfor Cdie by phosphorydating the Rb protein. It is a putatve

prato-onocgene over epressadina wide vare f of hurman necplasmes induding
Mante Call Lymphomas [ ML),

Presentation

{Cydin 011 52 rabbit monodena la ntibedy dedved from cell wituresupernatant that &
concentrated, didyzed, filter sterlied and diuted in buffer pH 7 5, containing B5&
aridscdum ande asa presenative

Mntibody Type |  Rabbit Monodonal | @one RBT-14
satype Igi R tivity Parafin, Fromn
Locall zati am uclear G ol Tanal, Macenta,
Erain, Finiary,
Adremal, Carvin,
Breast, Mantle Cell
Lymphuoma, Brest
Cacnoma
Species Reaciivity | Human, Mowss, Rat
Precautions

1. For professiona users only. Resulis should be interpreted by a qualified medical
priofessioal.

2. This product conta i <0, ¥ sodiumazide Hal J asa preserative. Bsure proper
handling procedures are used with this reagent

3. Mvays wea persord protecive equiprment such & ldboaory mat, gogglesand
gloves when handling ra gents.

4, Dispose of unused solution with copious amount of waker.

5. Donot ingest re gent. If reagent & ingested, s eek media la dvice immedia tely,

6. Avoid contact with eyes. foontact vocurs, flushwith lange quantities of water.

1. Follow saety precautiors of the heating device 1sed for epiiope re vieva
(TintoRetriever Prasue Cooker orsimilar).

8. For additiona safety information refier to Safety Data Sheet for this poduct

9, For cample & recormme ndatias for handingbiol agical spedmens, pleass e lr o
the COC document, “Guidelines for Safe Work Practics in Huma nand &nimal Medizl
DiagnosticLaboratories”(see References inthe document).

firtai' g o Awntibody Type Ditw il & Volume. ity
BB 535 Tinto Prediluted Ready-to-lse A0 mL
BSR 5366 Tinto Prediluted Ready-to-Use L0 mL
BB 5367 Tt Prediuid Reacky o Llse 150ml
BB 5368 Concent rated 1100 - 1:500 L1 mL
BB 5369 Concentrated 11080 15080 a5 mk
B5R 5300 Concenta ted 1080 - 1:500 10mL
Comtrol Shides Avallable
Cintadog No. oty
& 5371 Salidm

Storage Storeat 2-8°C(Contrl Slides: Store a 20-5'0)

Stability

Thi spro-duct i s 5t able up to the expiration date on theprodud label . [ o not
use dter epiration date liged on package label. Temperture luduations should be
avoided Siore appr ook ely whennat in u, andavold profonged espoair e o moom
temper wre anditons.

Specimen Prepar ation

Paraffin sectons: Theantbody @n be used on formalin-fived paraffin-embedded
(FFPE) tism e sections. Ensure tsue underqoes appropriate fixation for best resulis
Pre-rea imentoftisue s with hea tinducede pliope re el HIER] is recmmended
iy Bio SBImmunoliA Rebriever with Ciiste (BSBC0A0-BSBC023), | mmunoll HA
Retrever with ECTA (RS2 0030-B58 003 or ImmunoDHA Digestor (BSE 0708-0112).
S rever = side for cormplete protocol. Tise shouldremainbydraedvia use of BioSE
ImmunoAHE Washer solutions (RSB0 X & BSBO04 2]

Frazen sedie rs and o2 )l preparatisns The antibody @n be used for labeling

ae ore-fied foen 2olorsandace ore-ixedoe |l prepar tos
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