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RESUMEN

TITULO: EXPRESION DE LOS RECEPTORES HORMONALES (ER/PR) Y SOBREEXPRESION
DE LA PROTEINA HER-2/neu EN CARCINOMA MAMARIO INFILTRANTE"

AUTOR: Olga Teresa Anteliz Beltran*

PALABRAS CLAVES: Carcinoma mamario infiltrante, grado de diferenciacién tumoral, receptores
de estrogenos y progesterona, HER-2/neu.

CONTENIDO: EIl carcinoma mamario es una neoplasia con alto indice de morbimortalidad en
Santander, heterogeneidad histolégica y comportamiento clinico diverso. Para obtener una
respuesta farmacolégica adecuada se requiere ademas de realizar la evaluacion patologica del
tumor y su grado de diferenciacion, conocer la expresion de los receptores hormonales y la
sobreexpresion de la proteina HER-2/neu, biomarcadores Utiles como factores prondsticos y
predictivos en el manejo terapéutico de pacientes con carcinoma infiltrante.

A lo largo del tiempo se ha descrito la importancia que han adquirido estas biomoléculas en el
proceso evolutivo del carcinoma mamario, lo que nos indujo a investigar el fenotipo bioldgico
basado en la expresién de los receptores hormonales y el HER-2/neu y su relacion con el grado de
diferenciacion tumoral, en mujeres de esta region.

La expresién de los biomarcadores fue analizada en tejido tumoral primario embebido en parafina
mediante técnicas de inmunohistoquimica mientras que la clasificacion histolégica del tumor fue
determinada mediante la evaluacion de los cortes histopatolégicos coloreados con hematoxilina-
eosina, al igual que el grado de diferenciacién tumoral definido por la formacion de tibulos,
polimorfismo nuclear y conteo mitético.

Se incluyeron 62 casos de carcinoma mamatrio infiltrante analizados entre julio de 2009 y marzo de
2011 en el laboratorio de patologia de la Universidad Industrial de Santander y Hospital
Universitario de Santander. Del total de casos, el 88.7% corresponde a carcinoma ductal infiltrante,
8.1% a carcinoma lobulillar infiltrante, 1.6% a carcinoma metaplasico y 1.6% a carcinoma
mucinoso. El fenotipo predominante en la poblacion estudiada fue el Luminal A, seguido por el
fenotipo triple negativo y el HER2+.

En este estudio, no se encontré asociacion entre el grado de diferenciacién tumoral y los
inmunofenotipos, sin embargo es importante considerar que con esta poblacion se inicid y
estandarizé la técnica de inmunohistoquimica que servira de base para estudios posteriores.

* Trabajo de Investigacion

** Facultad de Salud. Escuela de Medicina Programa Maestria en Ciencias Béasicas Biomédicas. Director Dr.
Jaime Otoniel Ayala Pimentel. Codirector Dra. Olga Mercedes Alvarez Ojeda
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ABSTRACT

TITLE: EXPRESSION OF THE HORMONE RECEPTORS (ESTROGEN RECEPTORS AND
PROGESTERONE RECEPTORS) AND HER-2/NEU PROTEIN OVEREXPRESSING IN INVASIVE
BREAST CARCINOMA®

AUTHOR: Olga Teresa Anteliz Beltran*

KEYWORDS: Invasive breast carcinoma, degree of tumor differentiation, estrogen and
progesterone receptors, HER-2/neu

CONTENT: Breast cancer is a neoplasia with a high rate of mortality in Santander, which shows
histologic heterogeneity and different clinical behavior. To get a suitable pharmacological response
it is required, in addition to the pathologic evaluation of tumor and its degree of differentiation, to
know the expression of hormone receptors and HER-2/neu protein overexpression, biomarkers that
are useful as prognostic and predictive factors in the therapeutic management of patients with
invasive breast carcinoma.

Along the time it has been described the importance of these biomolecules in the evolutionary
process of breast cancer, which prompted us to investigate the biological phenotype based on the
expression of hormone receptors and HER -2/neu protein overexpression and their relationship with
the degree of differentiation, in women from this region.

The expression of biomarkers was analyzed in primary tumor tissue embedded in paraffin by
immunohistochemistry techniques while the histologic classification of breast cancer was
determined by evaluating the histopathology sections stained with hematoxylin-eosin, as well as the
degree of tumor differentiation, which is defined by the formation of tubules, nuclear polymorphism
and mitotic count.

In this study, it was included 62 cases of invasive breast carcinoma analyzed between July 2009
and March 2011 in the pathology laboratory of the Universidad Industrial de Santander and Hospital
Universitario de Santander. From the total cases, 88.7% corresponds to infiltrating ductal
carcinoma, 8.1% to invasive lobular carcinoma, 1.6% to metaplastic carcinoma and 1.6% to
mucinous carcinoma. The predominant phenotype in the population studied was the Luminal A,
followed by the triple-negative phenotype and HER2+.

In this study, it wasn’t found any association between the degree of tumor differentiation and the
immunophenotypes, however it is important to consider that the immunohistochemical technique,
which will serve as a basis of further studies, was initiated and standardized with this sample.

* Research work

* Faculty of Health. Master's degree in Basic Biomedical Science, School of Medicine. Director: Dr. Jaime
Otoniel Ayala Pimentel. Co-Director: Dra. Olga Mercedes Alvarez Ojeda
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INTRODUCCION

El cadncer de mama es una neoplasia con alto indice de morbimortalidad en la
poblacion santandereana, que presenta heterogeneidad histologica y
comportamiento clinico diverso. Para obtener una respuesta farmacolégica
adecuada se requiere ademas de realizar la evaluacién patoldgica del tipo de
tumor y su grado de diferenciacion, conocer la expresion de los receptores
hormonales para estrégenos, progestagenos y la sobreexpresion de la proteina
HER-2/neu, biomarcadores que son Utiles como factores prondsticos y predictivos

en el manejo de la conducta terapéutica de pacientes con carcinoma infiltrante.

A lo largo del tiempo se ha descrito en la literatura la importancia que dia a dia han
adquirido estas biomoléculas en el proceso evolutivo del cancer de mama, lo que
nos indujo a investigar el fenotipo bioldégico basado en la expresion de los
receptores hormonales y el HER-2/neu, ademas de la relacion existente entre la
expresion de estos marcadores biologicos y los criterios microscépicos que
determinan el grado de diferenciacion tumoral, en las mujeres de la regién con
carcinoma ductal infiltrante para luego contrastar estos resultados con la literatura

existente.

La expresion de los biomarcadores fue analizada en tejido tumoral primario
embebido en parafina mediante técnicas de inmunohistoquimica mientras que la
clasificacion histologica del tumor mamario fue determinada mediante la
evaluacion de los cortes histopatolégicos coloreados con hematoxilina-eosina, al
igual que el grado de diferenciacion tumoral basado en el estudio de la formacion

de tubulos, polimorfismo nuclear y conteo mitético.

La poblacién de este estudio estd conformada por 62 casos de carcinoma

mamario infiltrante analizados durante el periodo comprendido entre julio de 2009
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y marzo de 2011 en el laboratorio de patologia de la Universidad Industrial de

Santander y Hospital Universitario de Santander.

Del total de casos, el 88.7% corresponde a carcinoma ductal infiltrante, el 8.1% a
carcinoma lobulillar infiltrante, el 1.6% a carcinoma metaplasico y el 1.6% a
carcinoma mucinoso. El fenotipo predominante en la poblacién estudiada fue el

Luminal A seguido por el TNP y el HER2+.

De acuerdo con los resultados obtenidos no todos los carcinomas infiltrantes mal
diferenciados estan relacionados de manera exclusiva con la ausencia de
expresion de los receptores hormonales o con la sobreexpresion de la proteina
HER-2/neu.
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1. JUSTIFICACION

Este estudio es de gran importancia porque actualmente en el medio, el factor
pronostico y predictivo mas usado es el tamafio tumoral y la metastasis a ganglios
axilares, los cuales deben ser complementados con el estudio directo de
marcadores celulares mediante la técnica de inmunohistoquimica sobre los tejidos
tumorales primarios con el fin de mejorar la evaluacion pronéstica y predictiva de

los pacientes y asi poder decidir una mejor opcion terapéutica.
Como objetivo principal se pretende determinar el perfil inmunofenotipico del

carcinoma mamario infiltrante y establecer su relacion con el grado de

diferenciacion tumoral.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para el ejercicio de la evaluacion y evolucion del cancer de mama se han utilizado
como factores prondstico las caracteristicas macroscopicas que incluyen el
tamafo tumoral y estado de los nédulos linfaticos y microscépicas que describen
la formacion de tabulos, pleomorfismo nuclear y el conteo mitético. Con estos
datos se ha establecido que los cuadros clinicos con menor agresividad, y por
ende con un mejor prondéstico para las pacientes, son aquellos en los que se
evidencia un menor tamafio del tumor, ausencia de metastasis y una mejor

diferenciacion celular (1) (2) (3).

En la actualidad, el analisis de factores prondsticos y predictivos del cancer de
mama han sido complementado con la evaluacion de biomoléculas utiles en el
estudio de la evolucion del carcinoma y su orientacion terapéutica. Las mas
estudiadas para este fin son los receptores hormonales para estrogenos (ER) y
progestagenos (PR) y la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu en células
tumorales. Existen otras moléculas (que se encuentran en etapa de estudio como
factores pronéstico) que indican eventos especificos como son los marcadores de
proliferacion Ki67, la fraccion S y la sintesis del DNA,; los receptores para el factor
del crecimiento epidérmico (EGFR-Epidermal Growth Factor Receptor); la
proteina antiapoptotica Bcl2; los factores del microambiente y angiogénesis CD34,
CD31 y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-Vascular Endothelial
Growth Factor); las moléculas de adhesion y expresion de proteasas como la E-
cadherina y la mucina; las proteinas inducidas por estrogenos como la Hsp27, la
Catepsina D y la pS2 y la mutacién de genes de supresién tumoral como la
proteina p53 (4) (5) (6) (7).

El pronédstico desfavorable y la mala diferenciacién tumoral en pacientes con

cancer de mama, por un lado, ha sido relacionada directamente con la
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sobreexpresiéon de la proteina HER-2/neu asociada con recaidas y menor
supervivencia, por lo que este marcador es un buen indicador del mal prondstico
del cancer invasivo (8) (9) y por otro lado la ausencia de expresion de los
receptores hormonales también se encuentra asociado al mal prondéstico (10). Sin
embargo, algunos autores refieren la existencia de tumores con receptores
hormonales negativos como el carcinoma adenoide quistico y el carcinoma

secretor que presentan un excelente pronéstico con minima recurrencia (11) (12).

Otros estudios refieren la existencia de un fenotipo de peor prondstico, el fenotipo
triple negativo (TNP), relacionado con pobre diferenciacion, masa tumoral de
mayor tamafo y menor sobrevida (13) (14) (15). Estudios mas recientes han
incluido dos nuevos biomarcadores (EGFR y CK5/6) para la evaluacion del

fenotipo de peor prondstico hallado en mujeres con carcinoma mamario (13).

Kennerth C. Chu y colaboradores estudiaron la correlacion existente entre los
biomarcadores (ER/PR) y los diferentes grados histologicos de malignidad en
mujeres de diversos grupos étnicos. Ellos encontraron asociacion entre la biologia

del cancer y su grado histologico pero sin ser afectados por el grupo étnico (16).

Roberto Jaramillo y colaboradores estudiaron la relacion existente entre la
expresion de los receptores hormonales, metastasis, tamafio tumoral y grado de
diferenciacion en 32 casos de Cali, Colombia. El resultado establecié una estrecha
relacion entre la expresion de los receptores hormonales y el grado de

diferenciaciéon tumoral. (17).

Esta serie de hallazgos y los datos estadisticos del Registro Poblacional de cancer
en Santander, el cual muestra que la tasa ajustada de incidencia (37.3) esta por
encima de la tasa nacional (30.3) y la tasa ajustada de mortalidad en Santander
(8.1) se encuentra por debajo de las registradas en Colombia (12.5) (18) (19),

sumado al hecho de que la sobreexpresiéon de la proteina HER-2/neu en
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Santander es del 17% (datos no publicados) mientras que la literatura refiere de
un 20-30% (20) (21), podrian reflejar un comportamiento bioldgico distinto en esta
poblacion, lo que nos induce a investigar si esta diferencia obedece a un
comportamiento menos agresivo de la neoplasia o a factores externos del tumor

(variables del analisis).

Por lo anterior, consideramos necesario estudiar la expresion biologica de los ER,
PR y sobreexpresion de la proteina HER-2/neu del carcinoma mamario infiltrante
en la poblacion de Santander y establecer si todos los carcinomas infiltrantes mal
diferenciados estan relacionados con la ausencia de expresion de los receptores
hormonales o sobreexpresion la proteina HER-2/neu.

Los resultados obtenidos en este estudio podran aportar conocimiento acerca del
comportamiento biolégico de esta neoplasia en la regidén; generar nuevos
proyectos que correlacionen los hallazgos con el estado clinico de las pacientes
evaluados, estudiar nuevos marcadores que complementen la evaluacion
prondstica del cancer mamario, correlacionar los biomarcadores estudiados con
otros que también se expresan en este carcinoma, estudiar factores de riesgo
asociados a la expresion biolégica del carcinoma a la vez que promueve el
desarrollo tecnolégico del Laboratorio de Patologia de la Universidad Industrial de
Santander (UIS), centro de referencia del nororiente colombiano y le permitira a la

Institucidn ser pionera en este campo.
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3. PREGUNTAS DE LA INVESTIGACION

Para el desarrollo del presente proyecto se han planteado las siguientes

preguntas:

¢Cuél es el fenotipo del carcinoma mamario infiltrante determinado por la
expresion de los receptores hormonales y la sobreexpresion de la proteina HER-

2/neu, presente en las mujeres de la poblacién en estudio?

¢, Cudl es la relacion existente entre el grado de diferenciacion tumoral del
carcinoma ductal infiltrante y la expresion de los receptores hormonales (ER-PR) y

la sobreexpresion de la proteina Her-2/neu?
¢, Todos los carcinomas infiltrantes mal diferenciados estan relacionados con la

ausencia de expresion de los receptores hormonales o con la sobreexpresion de la

proteina HER-2/neu?
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil inmunofenotipico del carcinoma infiltrante de glandula mamaria
y su relacién con el grado de diferenciacion tumoral en muestras de pacientes
analizadas en el Laboratorio del Departamento de Patologia de la Universidad
Industrial de Santander y el Hospital Universitario de Santander en el periodo

comprendido entre julio del 2009 y marzo de 2011.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar la clasificacion histologica de los carcinomas infiltrantes de glandula

mamaria.

Establecer el grado de diferenciacion tumoral en los carcinomas ductales

infiltrantes.
Definir el inmunofenotipo en los carcinomas infiltrantes de glandula mamaria, de

acuerdo con la expresion de los receptores de estrOgenos y progesterona y la

sobreexpresion de la proteina HER-2/neu.

30



5. ESTADO DEL ARTE

5.1 GENERALIDADES DE LA GLANDULA MAMARIA

5.1.1 Embriogénesis y desarrollo de la glandula mamaria. La formacion de la
glandula mamaria en el embrién se inicia en la séptima semana con la aparicion
de un engrosamiento en la epidermis que origina la linea lactea o cresta mamaria,
la cual se extiende bilateralmente desde la base del miembro superior hasta el
periné. La cresta mamaria prontamente desaparece dejando un pequefio
segmento en la region toracica que se invagina en el mesénquima subyacente,
originando entre 16 y 24 brotes que a su vez forma pequefios esbozos macizos,

futuros alvéolos secretores.

Al cumplir el término de la vida intrauterina estos brotes epiteliales se canalizan
para dar paso a la formacion de los conductos galactéforos, los cuales
desembocan en una depresién o fosa epitelial que poco después del parto, por
proliferacion del mesénquima epitelial, se convierten en el pezon y la areola,
mientras que los esbozos macizos pasan a formar los conductos de menor calibre

y alvéolos (22).

Estos conductos rudimentarios, que en el momento del nacimiento constituyen
una almohadilla grasa, se diferencian hasta formar los elementos de la glandula
mamaria puberal en ambos sexos, durante la infancia y el periodo prepuberal.
Este proceso es modelado por acciébn de los estrogenos, la hormona de
crecimiento (GH - Growth Hormone) y el Factor de Crecimiento 1 similar a la

Insulina (IGF-1- Insulin-Like Growth Factor-1).
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Las glandulas mamarias son iguales en ambos sexos hasta la pubertad; en este
momento el crecimiento de la glandula en los nifios finaliza mientras que en las
nifias empieza el desarrollo de la glandula mamaria por influencia de las hormonas
ovaricas (estrégenos y progesterona). Estas hormonas son las encargadas de
gran parte de la morfogénesis ductal. Asi, la GH estimula la produccién del IGF-1

en el estroma mamario y a su vez este factor actia en sinergia con los estrogenos.

Los estrégenos al estimular la proliferacion de células epiteliales ductales,
mioepiteliales y estromales del parénquima mamario conducen a la ramificacion
de conductos y formacion de los alvéolos. También actian en sinergia con la
progesterona para formar los componentes acinares secretores en las partes mas
distales de los conductillos. De esta manera, el desarrollo ductal y formacion de
|6bulos esta favorecida por estas dos hormonas en los ciclo menstruales, al igual
gue el crecimiento del tejido conectivo, el cual posteriormente es reemplazado por
tejido adiposo para servirle de soporte a los conductos en desarrollo.

La glandula mamaria puberal que adquiere entre 200 y 300 gramos permanece
guiescente hasta el momento de la gestacion. En el embarazo puede alcanzar un
peso de 500-600 gramos y en el periodo de la lactancia de 800 gramos al llegar a
su plenitud funcional, adquiriendo asi la caracteristica de glandula secretora por
accion de los estrogenos y del lactogeno placentario. Fisicamente la glandula
mamaria se desarrolla en forma conica durante la adolescencia, esférica en la

lactancia y pendular en la madurez (23) (24) (25).

Los eventos normales que ocurren en la formacién de nuevas ramas ductales y
lobulillos durante la pubertad y el embarazo, como son la desaparicién de la
membrana basal, el aumento de la proliferacion celular y la angiogénesis estromal
son también usados por las células estromales anormales para favorecer el

proceso de la carcinogénesis (26) (27).
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5.1.2 Anatomia de la glandula mamaria. En los hombres esta estructura se
encuentra normalmente atrofiada (aunque algunos medicamentos y enfermedades
pueden promover su desarrollo) y se caracteriza por la presencia de la tetilla,
mientras que en las mujeres, la mama es una estructura esférica que se extiende
verticalmente desde la segunda hasta la sexta costilla y horizontalmente desde el
esternon hasta la linea media axilar, prolongdndose en la parte superior externa

hacia la axila para formar la cola de la mama o prolongacion axilar.

Dos terceras partes de la glandula estan sostenidas por el masculo pectoral mayor
y la parte restante por el masculo serrato anterior (25). Estructuralmente, la mama
madura esta formada por tres componentes: la piel, el tejido subcutaneo y el tejido

mamario.

La piel recubre en su totalidad la curvatura sinusoidal siendo idéntica en todo su
recorrido excepto en la zona areolar y el pezon donde la piel es mas delgada,
pigmentada y descansa sobre tejido muscular liso a diferencia del resto que

reposa sobre tejido adiposo.

El tejido subcutaneo es una estructura que rodea la glandula y estd compuesto por
tejido adiposo, tejido conectivo, vasos sanguineos, terminaciones nerviosas y vias
linfaticas. Entre el componente subcutaneo se intercalan tabiques que junto con el

tejido conectivo le sirven de sostén a la glandula mamaria.

El tejido mamario estd compuesto por estroma y parénquima. El parénquima esta
formado por pequefias glandulas (entre 15 y 20) que dan origen a la unidad
auténoma, el glébulo mamario. Al realizar un corte sagital se puede observar sus
componentes internos: los l6bulos que estan formados por las unidades
funcionales y los conductos galactéforos, los senos galactéforos y los poros del

pezdn (28).
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5.1.3 Fisiologia de la glandula mamaria. EI alvéolo o acino es la unidad
funcional de la glandula mamaria y estd formado por dos tipos de células con
funciones distintas.

La membrana basal esta cubierta por una capa intermitente de células contractiles
gue poseen miofilamentos (células mioepiteliales), elementos importantes en la
estructura normal del lobulillo y el mantenimiento de la funciéon eyectora de la

leche durante la lactancia.

La luz de los conductos se encuentra revestida por células epiteliales luminales,
cuya funcién en el conducto terminal y en el lobulillo es producir leche a diferencia

de las que revisten el sistema de conductos principales (23).

El estroma mamario en su mayoria esta formado por tejido fibroconectivo denso
entrecruzado con tejido adiposo que forma el estroma interlobulillar. En estado
normal la funcién de los lobulillos rodeados por estroma es responder ante el
estimulo de hormonas especificas, o0 seflales externas promotoras de la
proliferacion celular para atender necesidades de reemplazo celular, pérdidas o
reparacion de tejidos lesionados. Una vez cumplido el objetivo se activan sefales

gue detienen el ciclo celular y por tanto la proliferacion (26).

5.2 CARCINOMA DE LA GLANDULA MAMARIA

La glandula mamaria compuesta por epitelio especializado y estroma, admite la
formacion de lesiones malignas y benignas en su estructura. De acuerdo con su
anatomia, en la unidad lobulillar ductal terminal se pueden encontrar lesiones
como quistes, adenosis esclerosante, papiloma del conducto pequenio, hiperplasia,
hiperplasia atipica y carcinoma; en el estroma lobulillar se ubican los
fibroadenomas y tumores filodes; en los conductos mayores y senos galactéforos
se puede observar ectasia ductal, absceso subareolar recidivante, papiloma ductal

solitario y la enfermedad de Paget. Finalmente en el estroma interlobulillar se
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puede localizar la necrosis grasa, lipomas, tumores fibrosos, hiperplasia estromal

seudo angiomatosa, fibromatosis y sarcomas.

Dentro de la diversidad de lesiones que se pueden desarrollar en la glandula
mamaria, el carcinoma se define como la neoplasia maligna no cutdnea de mayor
incidencia en las mujeres, dejando en evidencia que una de cada ocho mujeres
gue alcance los 90 afios presenta una probabilidad de desarrollar cAncer mamario
(26) (25) (29).

5.2.1 Epidemiologia del cancer de mama. Esta neoplasia es una enfermedad
con alta incidencia, variabilidad geogréfica, etiologia desconocida, factores de
riesgo heterogéneos, caracteristicas morfolégicas y moleculares variadas,
comportamiento clinico y diversidad de respuestas ante la conducta terapéutica,
gue hacen dificil su evaluacién y manejo convirtiéndolo en un problema de salud
publica (1).

A través de los afios la incidencia del carcinoma mamario se mantuvo constante
hasta 1974 cuando aumento en forma temporal, probablemente como respuesta al
efecto de las medidas prevencion instauradas. A comienzos de los afios 80 con el
uso de la mamografia como instrumento de tamizaje, se observé un aumento
constante de la incidencia en mujeres mayores, debido posiblemente a la facil
deteccion de zonas radiodensas y calcificaciones presentes en las regiones
radiotransparentes propias del aumento de tejido adiposo en mujeres adultas, a
diferencia del tejido fibroso que presentan las mujeres joévenes, donde no es
posible diferenciar las zonas densas o de calcificacion si existiesen. Dadas las
medidas de salud publica implementadas se pasé de 500.000 casos nuevos
diagnosticados en 1975 a superar la cifra del millén de casos nuevos para el afio
2000 en el mundo (26).
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De acuerdo con las estadisticas registradas en Globocan se tiene que la tasa de
incidencia (TI) ajustada por 100.000 habitantes del carcinoma mamario en el
mundo es de 37.4, en paises industrializados es de 67.8, en paises sub
desarrollados es de 23.8, en Suramérica es de 46.0, en Colombia es de 30.3 y en
Santander es de 37.3, comportamiento epidemioldgico semejante al descrito en el
registro mundial, mientras que la tasa de mortalidad (TM) ajustada por 100.000
habitantes en el mundo es de 13.2, en paises desarrollados de 18.1, en paises en
desarrollo de 10.3, en Suramérica de 15.1, en Colombia de 12.5 y en Santander
de 8.1. Ver Tabla 1 (18) (19) (30).

Tabla 1. Epidemiologia del cancer de mama

Cancer de mama Incidencia Mortalidad
Mundo 37.4 13.2
Paises industrializados 67.8 18.1
Paises sub desarrollados 23.8 10.3
Suramérica 46.0 15.1
Colombia 30.3 12.5
Santander 37.3 8.1

Fuente: Globocan (19) y Med UNAB (18) (30). Tasas ajustadas por 100.000 habitantes.

La tasa de supervivencia presenta gran variabilidad entre las diversas regiones del
mundo, ya que ésta se encuentra sometida a factores externos como es el acceso
de las pacientes a programas de tamizaje, diagndstico precoz y tratamiento eficaz
(31), ademas de los factores inherentes como son el tamafio tumoral y el estadio
clinico de la paciente en el momento del diagnostico, factores que influyen

notablemente en la sobrevida de estas mujeres (32).

El American Joint Committee on Cancer (AJCC) ha estadificado y determinado la

tasa de supervivencia asociada al tamafio tumoral y el estadio ganglionar en
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pacientes con cancer de mama. Es asi como pacientes en estadio O tienen una

tasa de sobrevida a cinco afos del 92%, las de estadio | del 87%, las del estadio
Il del 75%, las del estadio Il del 46% y las del estadio IV un 13% (26). Ver tabla 2.

Tabla 2. Estadificacion del

supervivencia a 5 afios (AJCC)

cancer de mama y determinacién de la tasa de

Estadio Carcinoma Tamafo Estado ganglionar Tasade
Tumoral supervi-
vencia a
5 afios
0 CDIS o CLIS 92%
I Carcinoma Invasor <2cmde Sin afectacion ganglionar o sélo 87%
incluyendo el diametro  metéstasis <0.02 cm de didmetro
carcinoma In Situ
con micro invasion
Il Carcinomainvasor <5cmde Afectacion de hasta 3 ganglios axilares 75%
diametro
>5cm de  Sin afectacién ganglionar
diametro
" Carcinoma Invasor <5cmde Afectacion de 4 a méas ganglios axilares 46%
didmetro
>5cm de  Con afectacion ganglionar
diametro
Con afectacién de 10 o mas ganglios
axilares
Afectacién de ganglios mamarios internos
ipsilaterales
Con afectacién cutanea (Edema,
ulceracion o nédulos cutaneos satélites)
Fijacion a la pared toracica o carcinoma
inflamatorio clinico
Y Cualquier cancer 13%

de mama con
metastasis a
distancia

Fuente: Patologia Estructural y Funcional Robbins & Cotran (26)
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5.2.2 Factores de riesgo. Esta neoplasia presenta diversos factores de riesgo
asociados, entre ellos sociodemogréficos, hereditarios y hormonales, que han sido
ampliamente estudiados y controvertidos. El estudio de los factores de riesgo en
una poblacion orienta la etiologia de la neoplasia y la identificacién de los factores
modificables pueden conducir a estrategias preventivas que conlleven la

disminucién de la incidencia.

5.2.2.1 Factores de riesgo sociodemograficos. Los factores socio
demograficos son aspectos importantes de la vida de las pacientes que pueden
llegar a convertirse en factores de riesgo asociados con el desarrollo de la
neoplasia. Basados en estudios epidemiologicos previos se ha determinado que la
edad y el género son factores socio demograficos ampliamente relacionados con
este carcinoma, aunque existes otros factores que también se encuentran

relacionados.

a. Edad. Las probabilidades de desarrollar el cancer de mama aumenta
paralelamente con la edad, siendo poco frecuente esta neoplasia en mujeres
premenopausicas y esporadicas en mujeres menores de 25 afos, salvo

aquellos casos familiares.

Un 77% de casos se produce en mujeres mayores de 50 afios con edad media
de diagnéstico de 64 afios. Este hallazgo puede estar favorecido al realizar

diagndstico por tamizaje con mamografia en mujeres mayores de 40 afios (26).

b. Género. La literatura refiere que el carcinoma mamario es 100 veces mas

frecuente en mujeres que en hombres.
c. Influencia geografica. Regiones industrializadas como Estados Unidos y

Europa, presentan tasas de incidencia de cancer de seno, mas altas que en los

paises en desarrollo, esta diferencia puede ser fundamentada en los cambios
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de patrones reproductivos como la paridad, la edad del primer parto y la
lactancia (26) (19).

d. Primer nacimiento vivo. Acontecimientos reproductivos antes de los 20 afos
de edad reducen al 50% el riesgo de desarrollar cancer de mama en
comparacién con mujeres que tienen su primer hijo después de los 30-35 afios
o con nuliparas (26) (33).

e. Lactancia materna. Este suceso se convierte en un factor protector ya que a
su frecuencia y duracion se le atribuye la menor incidencia de cancer de seno

en paises en desarrollo (26).

f. Dieta y ejercicio. Estos son factores ampliamente estudiados y controvertidos,
pues existen estudios que sugieren que la dieta rica en grasas aumenta el
riesgo de desarrollar cancer de mama aunque también existe estudios donde no
se encuentran una firme relacion. La ingesta de b-carotenos ha sido relacionada
con menor riesgo y el consumo moderado o alto de alcohol con el aumento del

riesgo de desarrollar esta neoplasia (26).

g. Obesidad. EIl riesgo aumentado de desarrollar cancer de mama en mujeres
posmenopausicas obesas es atribuido a la sintesis de estrégenos a partir de

depdsitos grasos (26).

h. Raza. La incidencia global del cancer de mama en mujeres de raza blanca es
mayor y su tasa de mortalidad menor comparada con las mujeres de origen
afroamericano en quienes el diagnostico ocurre en etapas avanzadas,
aumentando asi la tasa de mortalidad en este grupo étnico, evento que puede

ser explicado por el menor acceso a programas de salud (34).
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i. Tabaquismo. El desarrollo de cancer mamario no ha sido asociado con el
tabaquismo, pero si, con el desarrollo de mastitis periductal o absceso

subareolar (26).

5.2.2.2 Factores de riesgo hereditarios y familiares.

a. Herencia. Aunque la carga genética es considerada como un factor de riesgo,
ésta so6lo es decisiva en un 5-10% de los casos de carcinoma mamario; esta
influencia se puede incrementar hasta un 30% si la neoplasia se presenta en
mujeres menores de 30 afios. Con pocas excepciones, las alteraciones que
predisponen al cancer de manera mendeliana, son autosomicas dominantes y

estan causadas por genes de supresion tumoral (26).

Dentro de los genes implicados en el desarrollo de esta neoplasia se
encuentran el BRCA1 y BRCA2 que son susceptibles a mutaciones. Estudios
realizados han permitido determinar que las mutaciones del gen BRCAL se
encuentran en el 45% y el BRCA2 en el 35% de los canceres de mama
femeninos. La presencia de estas mutaciones ha incrementado el riesgo de un
5% a un 35-85%, por lo que el estudio de estos genes esta recomendado en

pacientes con una historia familiar de cancer de mama y de ovario (26).

b. Familiares de primer grado con cancer de mama. El riesgo asociado a tener
un familiar afectado por esta neoplasia, se encuentra relacionada con el grado
de consanguinidad y a su vez esta modulado por la edad al momento del
diagnostico y el niumero de familiares afectados. El 86% de mujeres que
desarrollan cancer de mama no presentan antecedentes familiares, siendo solo
el 13% de las mujeres que desarrollan esta neoplasia las que presentan un
familiar afectado en primer grado (madre, hija o0 hermana) y un 1% las que

tienen dos o mas familiares afectados (26) (25) (35).
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5.2.2.3 Factores de riesgo hormonales y endocrinos

a. Menarquia. La menarquia temprana (antes de los 11 afios) ha sido asociada a
un incremento del riesgo en un 10 a 20% en comparacién con aquellas mujeres

que llegan a la menarquia con mas de 14 afios (8) (26) (25).

b. Menopausia. La menopausia tardia (después de los 55 afios) incrementa el
riesgo de desarrollar carcinoma mamario, ya que al ampliarse el nimero de
ciclos ovulatorios aumenta el efecto acumulativo de las dosis de estrégeno en el

epitelio mamario (33).

c. Estrégenos enddgenos. La accion ejercida por los estrégenos endodgenos
sobre la proliferacion y division celular favorece la produccion de diversos
factores de crecimiento tumorales, o que supone que las interacciones entre las
hormonas circulantes, los receptores hormonales localizados en las células
neoplasicas y los factores de crecimiento autocrinos inducidos por las células

tumorales estan implicados en la progresion del cancer mamario (8).

d. Terapia hormonal sustitutiva. Esta terapia para la menopausia (ya sea solo
estrégenos o combinado con progesterona) por tiempo prolongado, mayor o
igual a 5 afios, parecen estar relacionados con el desarrollo del cancer de seno,
debido a que los estrégenos y la progesterona actian sinérgicamente e
intervienen en el proceso de proliferacion de las células epiteliales mamarias, lo
gue las hace mas susceptibles a errores genéticos durante la replicacion del

DNA ocasionando el desarrollo de un fenotipo maligno (26).

5.2.2.4 Factores de riesgo ambientales. La exposicidén a radiaciones posteriores

a una explosion radiactiva, influyen positivamente en la incidencia del cancer de
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mama (26), al igual que las radiaciones ionizantes recibidas en la infancia o la

adolescencia (25).

5.2.3 Clasificacion del cancer de mama. La clasificacion de esta neoplasia se
puede basar en diferentes criterios como el estudio histopatoldgico de la muestra,
factores de riesgo, presencia de receptores estrogénicos y la definicion de

subtipos bioldgicos del cancer de mama por determinacion inmunohistoquimica.

5.2.3.1 Clasificacion histologica del cancer de mama. Mas del 95% de los
tumores malignos de la mama son adenocarcinomas, mientras que menos del 5%
corresponden a carcinomas de células escamosas, tumores filodes, sarcomas y

linfomas (26).

a. Carcinoma In Situ. La poblacién celular tumoral se encuentra confinada en la
estructura ducto-lobulillar. Esta delimitada por la membrana basal sin evidencia
de invasion a vasos sanguineos ni a ganglios linfaticos. Dentro de los

carcinomas In Situ tenemos (26) (29) (25):

i Carcinoma ductal In Situ - CDIS - Carcinoma intraductal - CID. Las
células neopléasicas, producto de la proliferacion maligna del epitelio celular, se
encuentran limitadas por la membrana basal mientras que las células
mioepiteliales se conservan, aunque pueden estar disminuidas en cantidad. En
el CDIS las clonas normalmente afectan un Unico sistema ductal, sin embargo,
pueden diseminarse por conductos y lobulillos hasta afectar toda una regién de
la mama. Cuando el CDIS afecta los lobulillos, los acinos se encuentran

deformados tomando la apariencia de pequefios conductos (26) (25) (29).
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El CDIS presenta los siguientes subtipos arquitecturales: comedocarcinoma,
CDIS de tipo no comedon (cribiforme, solido, papilar y micropapilar) y la
enfermedad de Paget.

eComedocarcinoma. Al microscopio se observan laminas solidas
pleomoérficas con alto grado nuclear y necrosis central. Este carcinoma se
asocia con alto indice proliferativo y con la mutacion del gen c-erb B2
causando la amplificacién del gen y la sobreexpresion de la proteina que se
traduce en mayor agresividad clinica. En la mamografia se visualizan
microcalcificaciones ramificadas o lineales correspondientes a las
membranas calcificadas de las células necrdticas. También se puede

encontrar fibrosis concéntrica periductal e inflamacion cronica (26) (25).

eCarcinoma intraductal de tipo no comedon. Las lesiones de este tipo
presentan una evolucion mas benigna y se caracterizan por tener una
poblacién celular monomdérfica con grado nuclear variable. Dentro de las
lesiones de tipo no comeddn se encuentran: CID cribiforme, presenta una
proliferacion epitelial con formacién de microluces, las cuales normalmente
estdn ocupadas con material secretor calcificante; esta lesion se puede
encontrar en cualquier nivel del ducto principal. CID sélido, la poblacion de
estas células tumorales ocupa gran parte del conducto distorsionando los
lobulillos, por lo que las microluces y estructuras papilares normalmente no
se observan; esta lesion no se asocia a calcificaciones pero pueden estar
presentes. CID papilar, presenta una arquitectura fibrovascular y la capa de
células mioepiteliales estd ausente. CID micropapilar, los conductos que
estan delimitados por células tumorales forman unas protrusiones bulbosas
gue van desde papilas y monticulos hasta procesos delgados y alargados,

puede presentar necrosis central y estar asociado a calcificaciones (26) (29).
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eEnfermedad de Paget. Esta forma de CID se caracteriza en que las
células tumorales (células de Paget) se extienden desde los conductos del
pezon hasta la piel adyacente al pezén y la areola, sin que estas células
atraviesen la membrana basal. Macroscopicamente se hace llamativa la
presencia de fisuras, ulceraciones y exudado en esta zona. Normalmente
este carcinoma estd mal diferenciado y sobre expresa la proteina Her-2/neu
(26) (29).

ii  Carcinoma lobulillar In Situ - CLIS. Esta caracterizado por la proliferacion
celular tumoral en uno 0 mas conductos o conductillos terminales (acinos). Las
células tumorales son monomorficas, ligeramente mas grandes que las células
normales con nucleos ovoides o redondeados y nucléolos pequefios. Su
escasa cohesividad se debe a la ausencia de expresion de la E-cadherina. Sus
células se asemejan a las presentes en el carcinoma lobulillar infiltrante y a la
hiperplasia lobulillar atipica (HLA). Esta neoplasia no esta asociada a la
formacion de zonas densas por calcificacion o reacciones del estroma. En un
20-40% de los casos es bilateral y es mas frecuente en mujeres jovenes (26)
(29).

El CLIS normalmente expresa receptores de estrégenos y progesterona y no se

observa sobreexpresion de HER-2/neu.

. Carcinoma invasor o infiltrante. En esta clase de tumores las células
neoplasicas han logrado traspasar la barrera de la membrana basal hasta
alcanzar el estroma favoreciendo la invasion a vasos sanguineos y ganglios
linfaticos tanto regionales como a distancia promoviendo la metastasis.
Macroscopicamente se pueden observar cambios fisicos en la textura de la piel

y retraccion del pezon (26).
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i Carcinoma ductal infiltrante (CDI). A la palpacion estos carcinomas
presentan una estructura firme, dura y de bordes irregulares, debido al
incremento del estroma. En general estas lesiones estan formadas por células
tumorales dispuestas en cordones, nidos, tubulos y masas anastomosadas que
infiltran el estroma. ElI CDI puede estar bien, mal o moderadamente
diferenciado. En los tumores bien diferenciados se observa tubulos bien
formados, nidos celulares con nucleos monomoérficos pequefios que invaden el
estroma produciendo respuesta desmoplasica circundante y normalmente
expresan los receptores hormonales ER y PR pero no sobre expresan la

proteina Her-2/neu.

En los patrones de CDI pobremente diferenciados se aprecia estructuras
irregulares de células pleomorficas sin formacion de tubulos e infiltran el
estroma adyacente; la probabilidades de expresar receptores hormonales es
menor mientras que la de sobre expresar HER-2/neu es mayor. Los carcinomas
infiltrantes convencionales constituyen del 70-80% de todos los carcinomas
infiltrantes (26) (25).

ii  Carcinoma lobulillar invasor - CLI. Macroscépicamente el tumor es
elastico, mal delimitado y a la palpacion son estructuras firmes de bordes
irregulares. Al igual que en el carcinoma lobulillar in situ las células infiltrantes
se encuentran sueltas formando hileras o grupos poco cohesivos, no hay
formacion de tubulos ni papilas y la respuesta desmoplasica puede estar

ausente o ser minima.

La presencia o0 ausencia de receptores hormonales varia con el grado
histolégico del tumor, por lo que los CLI bien o moderadamente diferenciados
frecuentemente expresan los ER y PR pero no la proteina HER-2/neu mientras

gue los mal diferenciados carecen de receptores hormonales y pueden sobre
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expresar HER-2/neu. Estos carcinomas representan del 5-10% del total de los

carcinomas mamarios (26) (29).

iii Carcinoma medular. Macroscopicamente es una masa bien delimitada,
blanda y carnosa a la palpacion debida a la ausencia o disminucién marcada de

respuesta desmoplasica.

Microscépicamente se observan laminas sélidas de tipo sincitial que ocupan
mas del 75% del tumor, presentan células grandes con nucleos vesiculados
pleomorficos, sus nucléolos son de gran tamafio y normalmente se encuentran
en mitosis, se observa de moderado a intenso infiltrado linfocitico y de células
plasmaticas alrededor y dentro del tumor, el borde es de crecimiento expansivo

no infiltrante.

Todos los carcinomas medulares se encuentran mal diferenciados y la mayoria
presentan factores de mal prondstico, aneuploidia, grado nuclear y tasas de
proliferacion elevadas, expresion del gen p53 y ausencia de expresion de los

receptores hormonales y del HER-2/neu (26) (29).

iv Carcinoma mucinoso o coloide. Este carcinoma representa del 1-5% de
los carcinomas mamarios y es mas frecuente en mujeres jovenes. Las células
tumorales forman pequefias islas ubicadas en grandes extensiones de mucina,
formando una masa blanda y circunscrita. Son de crecimiento lento y la mayoria

de ellos expresa los receptores hormonales (26) (29).

v Carcinoma tubular. Esta variante representa del 1-6% de todos los
carcinomas mamarios y es mas frecuente en mujeres de edad avanzada.
Histologicamente presenta tubulos bien formados angulados con ausencia de
células mioepiteliales, dejando las células tumorales directamente expuestas en

el estroma. Puede existir espacios cribiformes, haber protrusiones apocrinas y
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existir calcificaciones intraluminales. En la mamografia se observa zonas

densas e irregulares (26) (29).

vi Carcinoma papilar invasor. Estos carcinomas son infrecuentes vy
representan el 1% o menos de los carcinomas invasores, su arquitectura
papilar puede estar presente en el carcinoma ductal in situ. La presentacion
clinica es similar a la de los carcinomas ductales convencionales pero de mejor
pronadstico (26) (29).

vii Carcinoma metapléasico. Representa menos del 1% de todos los
carcinomas mamarios, esta clasificacion reine un conjunto de tipos raros de
cancer mamario, como adenocarcinomas convencionales con estroma
condroide, carcinomas de células escamosas y carcinomas con células
fusiformes que dificultan la diferenciacion de los sarcomas. Como grupo son de

mal pronaostico (26) (29).

5.2.3.2 Clasificacion basada en los factores de riesgos mayores.

a. Cancer de mama hereditario. [Esta neoplasia se encuentra asociada a
antecedentes familiares 0 mutacion de genes de la linea germinal, viéndose
influida la probabilidad por la existencia de familiares en primer grado afectados,
por el desarrollo del cancer en periodos premenopdausico, por la presencia de
multiples canceres, por la presencia de casos de cancer de mama masculino o

por el desarrollo de cancer ovérico.

Los genes BRCA1 y BRCA2, normalmente actian como supresores tumorales,
funcién que se ve afectada cuando ocurre una mutacion en ellos aumentando el
riesgo de desarrollar cancer. La frecuencia de mutacion es de 0.1-2% en la

poblacién general.
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Al comparar el cancer de mama esporadico con el asociado a BRCAL se
concluye que éste presenta un patron de crecimiento sincitial con bordes de
crecimiento expansivo, respuesta linfocitica y no expresan los receptores
hormonales ni sobre expresan la proteina Her-2/neu. Mientras que el cancer de

seno asociado al BRCA2 no presenta aspecto morfolégico particular (26).

b. Cancer de mama esporadico. Este tipo de cancer se asocia a factores de
riesgos relacionados con la produccion hormonal como el sexo, la edad de
menarquia y menopausia y la expresion de receptores estrogénicos. La mayoria
de canceres esporadicos se presentan en mujeres posmenopausicas que

expresan receptores de estrogenos (26).

5.2.3.3 Clasificacion basada en la expresiéon de receptores estrogénicos.
Los receptores son proteinas especializadas capaces de identificar sustancias
como neurotransmisores, factores de crecimiento u hormonas. Se ubican en la
membrana citoplasmatica, citosol, membrana de los organulos o en el nucleo y
son los encargados de establecer la comunicacion entre el medio extra e
intracelular mediante la unién especifica de ligandos, suceso que genera cambios
en el metabolismo celular, como la regulacion de proteinas intracelulares causado

por los factores de crecimiento y hormonas (36).

a. Receptor de Estrogeno. Es un receptor nuclear que presenta dos formas a y
B con peso moleculares diferentes. Estas formas son codificadas por genes
distintos, el gen ESR1 codifica el receptor de estrogeno a (ERa) y el gen ESR2
codifica el receptor de estrogeno B (ERB). El ERa es conocido con el nombre
NR3A1l (Nuclear Receptor subfamily 3 group A member 1) y el ERB con el
nombre de NR3A2 (Nuclear Receptor subfamily 3 group A member 2) (37).
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Su expresién depende del tipo de tejido, los ERa se expresan principalmente en
los 6rganos reproductivos (ovario, utero y gldndula mamaria) pero también lo
hace en higado y sistema nervioso central y los ERB se expresan
principalmente en hueso, pulmén, endotelio, tracto urogenital, ovario, sistema

nervioso central y prostata.

Este factor de transcripcién nuclear es el encargado de regular la expresion
génica dependiente de su union al ligando y en respuesta especifica ante
sefales fisiol6gicas y patoldgicas.

El receptor de estrégeno es una proteina conformada por seis dominios
denominados A, B, C, D, E y F, cada uno con una funcion especifica (38).
Grafico 1.

Region A/B o dominio regulatorio es una region variable tanto en tamafio como
en secuencia de aminoacidos y tiene la funcion de activacion de transcripcion 1
(TAF-1) independiente del ligando. Esta region amino terminal contiene
diferentes sitios de fosforilacion regulados por las proteinas cinasas. Aunque el
papel de la fosforilacion aun no esta bien definido se cree que interviene en la
modulacién de la actividad TAF-1, en la interaccién con los correguladores y en

la intercomunicacion con otras vias de sefializacion (39) (40) (41).

Regién C o dominio de union al DNA (DNA binding domain-DBD), es una regién
muy conservada, mediante sus dos dedos de Zinc interactia con el DNA lo que

la hace responsable de la especificidad y afinidad de unién al DNA (40).
Region D, Hinge o bisagra, es una regibn que contiene secuencias de

localizacion nuclear importantes en la permanencia del receptor dentro del

nacleo en ausencia del ligando (Estrégeno) (39).
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Gréfico 1. Representacion esquematica del receptor de estrégenos
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Region E/F, corresponden a la regidon carboxilo terminal y las dos conforman el
dominio de union al ligando (Ligand Binding Domain - LBD). La region E es la
responsable de la union del receptor a la hormona, de la dimerizacion y de la
activacion de la funcién de transcripcion 2 (TAF-2) dependiente del ligando.
También es el sitio de unién a la proteina de choque caliente 90 (Heat shock
proteins - Hsp90) y la region F modula la transcripcion del gen por accion de los

estrogenos y antiestrégenos, afectando las actividades TAF-1y TAF-2 (39).

La transferencia de informacion desde el exterior hasta el interior de la célula
ocurre cuando la hormona interactia con la célula, permitiendo la difusién a
través de la membrana celular hasta encontrar su respectivo receptor nuclear y
asi regular la sintesis del DNA (41) (36).

El receptor de estrégeno antes de unirse al ligando (estrdgeno) se encuentra
inactivo por la accién de la Hsp90, quien, cuando ocurre la interaccion ER-
ligando se disocia para dar paso a la dimerizacion de los receptores, los cuales
por accion de un coactivador (Histone acetiltransferase - HAT) estabilizan su

unién con los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) en el DNA,
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estimulando asi la transcripcion mediada por la activacion de las funciones TAF-
1y TAF-2 (39) (36). Gréfico 2.

b. Receptores de Progesterona. Es un receptor nuclear conocido con el
nombre NR3C3 (Nuclear Receptor subfamily 3, group C, member 3) (37),
presenta dos isoformas codificadas por un mismo gen (PGR) y diferenciadas
por su peso molecular. Estas isoformas son PR-A con el extremo N-terminal
trucando (94kDa) y PR-B de longitud completa (116 kDa) (42). Estas isoformas
estan implicadas en el desarrollo normal de la glandula mamaria donde es
esencial la isoforma PR-B mientras que la isoforma PR-A es fundamental para

el buen funcionamiento uterino y reproductivo (43)

Gréfico 2. Mecanismo de accion del receptor de estrogeno
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Fuente: La célula. Geoffrey M. Cooper (45)
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Estos receptores son factores de transcripcion activados por su ligando, la
progesterona, que es el Unico progestdgeno natural o por las progestinas que
son progestagenos sintéticos.

La estructura del receptor de progesterona es similar a la del receptor de
estrogenos, con la diferencia de que en la isoforma PR-B se encuentra una
tercera funcion de activacion (AF3), la cual sélo se activa cuando el dominio
DBD ha entrado en contacto con el DNA. La isoforma PR-A no posee la funcion
AF3 (44). Grafico 3.

El mecanismo de accion de los receptores de progesterona es muy similar al de

los receptores de estrégeno descrito anteriormente. Grafico 4.

Gréfico 3. Expresion de formas funcionales del receptor de progesterona

ERIDI ERID II
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hPR; =1 AR IF I AF1 I DBD |H | LBD/AR2|I—

1 165 456
ERIDI ERID I 933
N Cc
— IF AF1 DBD |H | LBD/AR2| I
hPR,

1 291 768

AF, Activation Function; IF, Inhibitory Function; DBD, DNA Binding Domain; H, Hinge region; LBD, Ligand
Binding Domain; ERID, ER Interaction Domain. Fuente: Andlisis de los dominios funcionales del receptor de
progesterona en lineas celulares estables del cancer de mama (44)

c. HER-2/neu. El ERBB2 es el nombre oficial determinado por el comité HUGO
Gene Nomenclature Committee para designar el v-erb-b2 erithroblastic
leukemia viral oncogen homolog 2, gen que codifica un miembro de la familia de

receptores del factor de crecimiento epidérmico (HER - epidermal growth factor
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receptor family). En la literatura, este gen ha recibido diversos nombres: NGL,
NEU, HER2, TRR1, HER-2, c-erbB2, Her-2/neu (9).

Gréfico 4. Mecanismo de accion del receptor de progesterona
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Fuente: Andlisis de los dominios funcionales del receptor de progesterona en lineas celulares
estables del cancer de mama (44)

El c-erbB2 es un protooncogén que codifica la proteina transmembranal p185
formada por tres dominios, extracelular, intramembranoso e intracelular con
actividad tirosina quinasa estimulada por los factores de crecimiento que
poseen la capacidad de fosforilar proteinas en los residuos tirosina. Esta
proteina interviene en el control del crecimiento celular y actia como receptor
de multiples factores de crecimiento, lo cual sugiere no tener un ligando

especifico. Gréfico 5.
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El receptor HER-2/neu pertenece a la familia de receptores erb-B o HER 1-4. El
ErbB-1 presenta afinidad por el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el
ErbB-3 y ErbB-4 por el factor de diferenciacion neu (NDF- Neu differentiation
factor), mientras que el ErbB-2 cuyo ligando es aun desconocido puede
dimerizar con el ErbB-1, el ErbB-3 y el ErbB-4 aumentando su afinidad por

estos dos factores de crecimiento (EGF y NDF) (45).

Gréfico 5. Estructura del receptor del factor de crecimiento epidérmico.
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Fuente: La célula. Geoffrey M. Cooper (36)

El paso de informacion desde el exterior al interior de la célula ocurre a través
de la via de transduccibn de sefales. Aqui el ligando
(factor de crecimiento) interactia con el receptor de membrana lo que produce
cambios conformacionales del dominio extracelular del receptor para dar paso a

la dimerizacion que permite la difusidbn del estimulo cuando dos dominios
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adyacentes se transfosforilan. Esta sefial altera moléculas intracelulares hasta
activarlas o desactivarlas en forma secuencial, produciendo una respuesta
celular ante una alteracion en la expresion del DNA. Esta via gatillada por los
factores de crecimiento regula la division, el crecimiento, el ciclo y la reparacion
celular, al igual que la apoptosis y la respuesta a estimulos de estrés (36).

Gréfico 6.

Gréafico 6. Mecanismo de accion del HER-2/neu
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Fuente: Nuevas terapias en cancer: accién sobre la via de transduccién de
sefiales, de una promesa a una realidad que se inicia (41)

Uno de los mecanismos usados por las células tumorales para mantener
constantemente la proliferacion anormal de sus células es la produccién
autocrina de algunos factores de crecimiento (PDGF-Platelet derived growth
factor, VEGF, FGF- Fibroblast growth factor) que favorecen su desarrollo y otro
es la presencia de receptores de tirosina kinasa anormales, los cuales se

pueden dimerizar en ausencia del ligando lo que permite una sefalizacion
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inapropiada y continua del proceso, amplificando el gen, hecho que se traduce
en la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu (Grafico 7 y 8). Perou y
colaboradores refieren que esta sobreexpresion se encuentra en un 20-30% de
las mujeres con cancer mamario (21) mientras que Owens y colaboradores la

relacionan con un 20% (46).

Gréafico 7. Proteina kinasa mutante
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Fuente: Nuevas terapias en cancer: accién sobre la via de transduccion
de sefiales, de una promesa a una realidad que se inicia (41)

La siguiente es la clasificacion basada en la expresion de los receptores

hormonales estrogénicos.

d. Carcinomas con receptores estrogénicos positivos. Se considera que del
70-80% de los carcinomas ductales son receptores de estrdgenos positivos,
histolégicamente estan bien o moderadamente diferenciados con formacion de
tubulos. La expresién de los genes y queratinas luminales relacionados con
ellos se encuentran normales o aumentados, dentro de estos genes tenemos:
HNF3, AR, GATA-3, LIV-1, TFF3, Ciclina D1, Ker 8, Ker 18, Ker 19.

Inmunohistoquimicamente se observa positividad de los receptores de
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estrégenos y de la E-cadherina en la membrana celular, mientras que el Her-

2/neu y las queratinas basales son indetectables.

Gréfico 8. Amplificacion de la proteina HER-2/neu
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Fuente: Nuevas terapias en cancer: accién sobre la via de transduccion
de sefiales. de una nromesa a una realidad aue se inicia (41)

El cancer lobulillar infiltrante, tubular, mucinoso y papilar infiltrante son ER
positivos. El carcinoma lobulillar presenta un patron morfologico caracteristico
con escasa adherencia intercelular asociado con la pérdida de la molécula de
adhesion celular, E-cadherina, conservada en la mayoria de los carcinomas ER

positivos (26).

. Carcinomas con receptores estrogénicos negativos. Estos carcinomas
pueden aparecer por pérdida de expresion o por células que normalmente no
expresan los ER. Dentro de este grupo se encuentran dos tipos, Her-2/neu

positivos y los carcinomas basales (26).

i Carcinomas Her-2/neu positivos. En estos carcinomas el mecanismo de

sobreexpresiéon ocurre por amplificacion del gen con aumento de transcripcion
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de RNAm y traduccion de proteinas. Paralelamente expresa otros genes como
la E-cadherina, PPARBP, GRB-7 y MLN 64, mientras que las queratinas
basales y los ER no son expresados en este grupo. Estos carcinomas

normalmente estan mal diferenciados (26).

ii Carcinomas tipo basal. En este grupo prevalece la expresion de
gueratinas basales tipicas de las células mioepiteliales que se ubican en la
regién basal de los lobulillos y conductos, condicion que sugiere el nombre de
basal. Estos carcinomas expresan otros genes como P-Cadherina, CDK2,
Ciclina A2, Ciclina E1, Myc, HDGF, AC 133, Ciclina B1, PCNA, p53, Ker 5, Ker
16 y Ker 17. Este grupo no expresa los receptores de estrégenos ni sobre
expresa la proteina Her-2/neu (TNP).

Aquellas mujeres que presentan mutacion en el BRCA1 se ubican dentro de
este grupo por estar poco diferenciadas, no expresar ER ni Her-2/neu pero si
expresan queratinas basales. Aunque existe muchos casos de tipo basal que no

presentan mutaciones de la linea germinal BRCA1 (26).

5.2.3.4 Definicion de los subtipos biolégicos del cancer mamario. En la
glandula mamaria se han encontrado dos tipos de células epiteliales: las células
basales o mioepiteliales y las células luminales. Estas células pueden ser
identificadas mediante coloraciones inmunohistoquimicas, las células epiteliales
basales pueden ser coloreadas usando anticuerpos contra la keratina 5/6 mientras
gue las epiteliales luminales con anticuerpos contra la keratina 8/18. La
identificacién de estas células por inmunohistoquimica, ha sido parte de la base

para la clasificacion molecular del carcinoma mamario (21).

Para definir los subtipos biolégicos del cancer mamario, Cheang y colaboradores

utilizaron dos esquemas: el primero es el método del fenotipo triple negativo cuya
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base son los receptores de estrégenos, los receptores de progesterona y la
sobreexpresion de la proteina HER-2/neu y el segundo método es el de los cinco
biomarcadores, donde ademas de las tres biomoléculas ya mencionados se
encuentra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la
Citokeratina 5/6 (CK5/6) (13). Este perfil molecular fue previamente definido por
Nielsen (47) y Carey (48).

Teniendo en cuenta los tres biomarcadores inicialmente sefialados, los perfiles
moleculares establecidos son el fenotipo triple negativo, el fenotipo HER2+, el
fenotipo luminal’ y el fenotipo luminal/HER2+, cuya caracterizacion se presenta en
la Tabla 3. El fenotipo luminal’ es equivalente al luminal A, mientras que el fenotipo
luminal/HER2+ no es equivalente al luminal B, ya que so6lo el 30-50% del luminal B
expresa HER-2/neu (13).

Tabla 3. Perfil molecular del cancer de mama determinado por tres biomarcadores
(ER/PR/HER-2/neu)

Fenotipo ER PR Her2/neu
TNP (Basal Like) Negativo y Negativo y Negativo
HER2+ Negativo y Negativo y Positivo
Luminal’- luminal A Positivo ylo Positivo y Negativo
Luminal/HER2+ Positivo ylo Positivo y Positivo

Fuente: Basal-Like Breast Cancer Defined by Five Biomarkers Has Superior Prognostic
Value than Triple-Negative Phenotype (13)

La tipificacion del cancer mamario basada en los cinco biomarcadores subdivide el
fenotipo TNP en dos grupos, Core Basal y 5NP, ver tabla 4, aqui se establece que

el grupo core basal tiene peor significado clinico prondstico que el TNP (13)
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Otros autores como William F. y colaboradores (10), Kenneth Chu y colaboradores
(16) y Gerson y colaboradores (49), de acuerdo con sus hallazgos introducen una
combinacién de la expresion de los receptores de estrogenos y progesterona (ER
negativo, PR positivo) con HER-2/neu negativo que no fue contemplada en la
clasificacion realizada por Cheang y colaboradores.

Tabla 4. Perfil molecular del cancer de mama determinado por cinco
biomarcadores (ER, PR, Her-2/neu, EGFR, CK5-6)

Fenotipo ER PR Her2/neu EGFR CKb5/6
Core basal Negativo Y Negativo y  Negativo y/o  Positivo ylo  Positivo
5NP Negativo Y Negativo y  Negativo vy Negativo vy Negativo
HER2+ Negativo Y Negativo y  Positivo
Luminal’ Positivo y/lo Positivo y  Negativo
Luminal/HER2  Positivo y/lo Positivo y  Positivo

Fuente: Basal-Like Breast Cancer Defined by Five Biomarkers Has Superior Prognostic Value than Triple-
Negative Phenotype (13)

5.2.4 Factores pronosticos y predictivos. Un factor prondstico es una
caracteristica clinica o bioldgica cuantificable asociado con el curso (periodo de
supervivencia libre o total) de una enfermedad en ausencia de terapia adyuvante y
el factor predictivo hace referencia a una caracteristica cuantificable asociada a

una respuesta o a su ausencia de ella, ante un tratamiento especifico (50) (51).

El indice Prondstico de Nottigham relaciona las principales y mas importantes
caracteristicas evaluadas en un tumor para determinar el prondstico de un
paciente en el momento del diagndstico. Estos indicadores de prondéstico son el
estado de los ndodulos linfaticos, el tamafio tumoral y el grado de diferenciacién

tumoral (1).

60



5.2.4.1 Estado ganglionar. Cuando no hay metastasis a distancia el estado
ganglionar axilar se convierte en el factor pronostico mas importante del
carcinoma infiltrante. La valoracion clinica de las adenopatias es inexacta, por lo
gue se hace imprescindible el estudio del ganglio centinela mediante biopsia,
siendo éste un indicador del estado de los ganglios restantes (26).

5.2.4.2 Tamafio Tumoral. Este es el segundo factor prondstico mas importante.
Aun cuando el tamafio del tumor es independiente del estado de los ganglios, el
riesgo de adenopatias aumenta con el tamafio del tumor y es asi como mujeres
gue tienen tumores inferiores a 1cm de diametro presentan un mejor prondgstico,
mientras que aquellas cuyos tumores superan los 2cm presentan mayor

posibilidad de hacer metastasis ganglionar (26).

5.2.4.3 Grado de diferenciacién tumoral. El grado de diferenciacion tumoral es
el mejor factor prondstico en el carcinoma mamario, su evaluacion permita
observar morfologicamente las caracteristicas biologicas  del tumor que
determinan el comportamiento clinico del carcinoma. Para la valoracion de este
criterio se utiliza el NGS (Nottingham Grading System) que corresponde a la
modificacion del Scarff Bloom&Richardson realizada por Elston- Ellis (52). EI NGS
estd conformado por la evaluacion de la formacion de glandulas o tdbulos, el

pleomorfismo nuclear y el conteo mitético, ver tabla 5.

La sobrevida a 10 aflos en mujeres con grado de diferenciacion | (bien
diferenciados) es del 85%, las de grado de diferenciacién Il (moderadamente
diferenciados) es del 60% y las de grado de diferenciacion 1ll (mal diferenciados)
es del 15% (26).
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5.2.4.4 Estado de los receptores hormonales. EIl estrégeno y la progesterona
son hormonas esteroides ovaricas que regulan los procesos normales de
formacién, crecimiento y diferenciacion celular en los 6rganos reproductivos
(mama, ovario y Gtero) principalmente. También regulan otros procesos en tejidos

como hueso, cerebro, higado y sistema cardiovascular.

En las mujeres premenopausicas la mayor cantidad de estrégenos (estradiol 17B
y estrona) es producida por los ovarios en respuesta al estimulo ejercido por las
hormonas FSH y LH.

Tabla 5. Clasificacion histolégica del grado de diferenciacion tumoral para el

carcinoma ductal convencional infiltrante de mama segun método de Elston- Ellis

Caracteristicas Histoldgicas Puntaje
Formacion de Tubulos (Dentro del tumor)

>75% 1
10-75% 2
<10% 3

Pleomorfismo nuclear

Pequefios, regulares y uniformes 1
Moderada variacién de forma y tamafio 2
Marcada variacion de forma y tamafio 3
Conteo mitético en 10 campos de alto poder

(Depende del area del campo del microscopio)

Diametro del campo de 0.44 mm / area del campo 0.152 mm?

0-5 1
6—-10 2
> 11 8
Didmetro del campo de 0.59mm / area del campo 0.274 mm?

0-9 1
10 - 19 2
> 20 3
Score Total

3- 5: Grado |, Bien diferenciado
6 — 7: Grado Il, Moderadamente diferenciado
8 — 9: Grado lll, Mal diferenciado

Fuente: Pathological prognostic factors in breast cancer. |. The value of histological grade in breast cancer:

experience from a large study with long-term follow-up (52) (17)
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En las mujeres posmenopdusicas el ovario produce poco o no produce
componentes estrogénicos, en su lugar la glandula adrenal es la encargada de
producir la testosterona Yy la androstenediona, precursores estrogénicos, que
luego son convertidos en los tejidos periféricos, en estradiol y estrona. Las
células tumorales utilizan estas hormonas y su mecanismo de accion para
favorecer el desarrollo neopldsico cuando interactian con sus respectivos
receptores (factores de transcripcién) con el fin de regular la actividad de los

genes blanco para ellas (53).

De los receptores hormonales el mas importante, en cuanto a valor prondstico
independiente se refiere, es el receptor de estroégenos, el cual pertenece a la
superfamilia de receptores nucleares cuya principal funcién es regular la expresion
génica dependiente de su union al ligando y en respuesta especifica a sefales

fisiologicas y patologicas.

El valor pronéstico del hallazgo de los receptores de estrégenos positivos en
mujeres con cancer de mama es bueno, dado que en su tratamiento se utilizan
farmacos que actian como moduladores selectivos de los receptores de
estrogenos (SERMs — Selective estrogen receptor modulators) (39). Del 50-85%
de los carcinomas mamarios expresan ER y son mas frecuentes en mujeres
postmenopausicas. El 80% de los tumores que expresan ER y PR responden a la
terapia hormonal mientras que solo el 40% responde cuando sélo se expresa un
tipo de receptor y en aquellos tumores que no expresan ER ni PR la probabilidad

de respuesta al tratamiento hormonal es inferior al 10% (26).

5.2.4.5 Sobreexpresion de la proteina Her-2/neu (Human epidermal growth
factor receptor 2). Esta condiciobn estd asociada con un comportamiento
biolégico agresivo. Aumenta la capacidad de recurrencias y la mortalidad en

pacientes con cancer mamario que no reciben ninguna terapia sistémica, ofrece
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resistencia relativa pero no absoluta a ciertas terapias endocrinas como el
tamoxifen (SERM) pero no con los inhibidores de aromatasa, incrementa la
tumorogenicidad relacionada con el VEGF, la angiogénesis y el potencial
metastasico (8) y predice la resistencia o sensibilidad de los diferentes agentes
utilizados en la quimioterapia como la nonanthracycline o el paclitaxel (9).

Por lo anterior la evaluacion de la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu
presenta un valor tanto prondstico como predictivo del carcinoma de la glandula

mamaria.

5.3 INMUNOHISTOQUIMICA

5.3.1 Generalidades. El estudio de antigenos celulares en cortes de tejido ha
sido un proceso que se viene realizando desde 1941 cuando Coons describio una
técnica de inmunofluorescencia para tal fin. Décadas después Nakane, Pierce y
Avrameus mejoraron esta técnica hasta llegar a lo que es hoy la
inmunohistoquimica, una técnica practica de gran utilidad y aplicabilidad cientifica

y clinica.

Los métodos de inmunohistoquimica progresivamente se han ido consolidando
como una tecnologia esencial en el diagndstico clinico patolégico que le permiten
al médico patbélogo contar con un conjunto de técnicas que precisen la
identificacién de antigenos expresados por algunas células o tejidos biolégicos en

situaciones puntuales.

Hoy en dia se cuenta con un amplio espectro de biomarcadores moleculares que

contribuyen con la identificacion de agentes infecciosos, esclarecimiento de
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estirpes celulares, deteccion de receptores hormonales, antigenos de proliferacion

celular y productos de oncogenes en una neoplasia.

El término de IHC agrupa un conjunto de técnicas basadas en el uso de
anticuerpos especificos marcados para identificar y visualizar microscopicamente
elementos tisulares y celulares que se asocian con el hallazgo de moléculas

concretas en la muestra examinada.

La gran ventaja que esta técnica ofrece es poder determinar la biomolécula en
estudio, directamente sobre el tejido neoplasico, hecho que le confiere precision a
la evaluacion de marcadores celulares y tisulares. Sin embargo, esta precision
esta respaldada por la implementacién de anticuerpos monoclonales (en lugar de
los policlonales) y del adecuado manejo del tejido, que optimizan la especificidad y
sensibilidad de la IHC.

Otra ventaja que ofrece la técnica es la tincion permanente y estable del tejido a

tal punto que puede archivarse por afios sin perder la intensidad de la reaccion.

Como desventaja se puede mencionar la inespecificidad de la reaccion cuando se
usan anticuerpos policlonales y el uso de reactivos potencialmente carcinogénicos
como la diaminobenzidina, por lo que se deben extremar las medidas de
proteccion (54) (55).

5.3.2 Fundamento de la técnica. La IHC es un grupo de técnicas de
inmunolocalizacion utilizadas para demostrar la presencia de antigenos en células

o tejidos, mediante una reaccion antigeno-anticuerpo.

El anticuerpo especifico (anti-ER, anti-PR, anti-HER-2/neu) se une al antigeno

(ER, PR, y HER-2/neu) respectivo para formar un primer complejo de
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reconocimiento antigeno-anticuerpo, cuya union es reforzada por un segundo
anticuerpo (Value primary antibody enhancer) marcado con peroxidasa (trazador
de marcaje). Este nuevo complejo es localizado por un polimero (Value HRP
polymer) que estabiliza la reaccién. Para visualizar la reaccion final se adiciona el
sustrato de la enzima méas el cromégeno DAB de tal manera que el producto de
esta reaccion da origen a un precipitado insoluble y coloreado, en el momento en

gue la enzima actia sobre el sustrato y éste a su vez sobre el cromogeno.

El trazador es una enzima que posee la autonomia para cambiar de color a un
sustrato incoloro y de no afectar la capacidad del anticuerpo para formar el
complejo con el antigeno encontrado en el tejido tumoral correctamente fijado y
embebido en parafina. EI mas utilizado es la peroxidasa.

5.3.3 Procesamiento de la muestra. El proceso en el laboratorio inicia con la
recepcion de la pieza quirdrgica o biopsia, la cual atraviesa por las siguientes
etapas: proceso de fijacion, procesamiento de tejidos, corte y extendido del tejido,

corrida de la técnica de IHC, montaje e interpretacion de resultados.

5.3.3.1 Proceso de fijacion. El proceso de fijacion empieza en la sala de cirugia,
con el depdsito de la muestra en un recipiente adecuado que contiene formol
tamponado (FBN- buffered neutral Formalin) al 10%. El volumen del FBN debe ser

entre 15y 20 veces el valor del volumen de la muestra.

Mediante este proceso se fijan fisica y quimicamente los tejidos con la finalidad de
conservar la estructura morfologica celular y detener la actividad de las enzimas y
proteinas contenidas en el tejido, de manera tal, que posteriormente puedan
resistir el tratamiento que se le da a la muestra con diferentes reactivos sin alterar

Su estructura.
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El fijador ideal debe ser capaz de bloquear inmediatamente la autolisis y debe
tener efecto microbicida que impida la putrefaccién producida por la accion
microbiana, sin que llegue a afectar la integridad de las estructuras en estudio (53)

(9).

Para estudios de IHC el fijador ideal es el formol tamponado al 10% pH de 7.2 —
7.4, ver tabla 6.

Tabla 6. Preparacion del formol tamponado al 10%

Reactivos Cantidades
Formaldehido comercial (35-40%) 100 ml
Agua destilada 900 ml
Fosfato de sodio monobasico 409
Fosfato de sodio dibasico (anhidro) 6.5¢
pH final 7.2-74
Volumen total 1000 ml

Fuente: Instructivo suministrado por la casa comercial Roche (Anexo A)

El tiempo de fijacion oscila entre 6 y 72 horas teniendo en cuenta que no debe ser
inferior a 6 horas por pequefia que sea la muestra ni superior a 72 horas si es
grande. Cuando la muestra es grande se debe realizar cortes de 0,5mm y ubicar
entre ellos compresas o toallas de papel impregnadas con formol para optimizar el
proceso de fijacion. La velocidad de penetracion del formol en los tejidos es de

1mm/hora por lo que es necesario acatar la indicacién anterior.

La fijacibn es un proceso quimico que requiere tiempo y no es directamente

proporcional a la velocidad de penetracion por lo que es imprescindible que la
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muestra permanezca minimo 6 horas en fijacion para que se produzcan las

reacciones quimicas pertinentes (9) (53).

5.3.3.2 Procesamiento de tejidos, corte y extendido. Posterior a la fijacion los
tejidos son sometidos a un proceso de preparacion para el estudio respectivo.

Este proceso incluye cuatro etapas bien definidas (54) (55).

a. Deshidratacién. En este paso busca eliminar el agua que contengan las
estructuras tanto intra como extracelulares de los tejidos. En este proceso se
utiliza el alcohol porque al ser una sustancia miscible con el agua facilita su

penetracion al tejido.

b. Aclaramiento. La sustancia usada en este paso es el xilol, el cual reemplaza
rapidamente los espacios deshidratados que estan ocupados con el alcohol
preparando asi el tejido para la imbibicion en parafina. El xilol es una sustancia

gue disuelve la parafina.

c. Impregnacion e inclusién. Es el proceso mediante el cual los espacios intra y
extracelulares son infiltrados completamente con parafina cuya temperatura de
fusion ideal es inferior a 56°C. El espécimen debe incluirse de tal manera que
guede perfectamente plano para asegurar que se obtenga una seccion
completa. El proceso de inclusion en parafina le proporciona al tejido
homogeneidad y dureza para lograr cortes lo suficientemente delgados sin

ocasionar alteracion del mismo.
d. Corte y extendido. Con el uso del micrétomo se realizan tantos cortes como

marcadores antigénicos se vayan a determinar. Los cortes deben ser de 2 a 3

micras de espesor y se ubican sobre laminas portaobjetos cargadas.
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5.3.3.3 Técnica de inmunohistoquimica

a. Desparafinacion. Como su nombre lo indica, la finalidad de este paso es retirar
la totalidad de la parafina impregnada en el tejido, para ello, se llevan las

laminas a horno seco por un tiempo y temperatura determinada.

Después las laminas se llevan a los xiloles para terminar de disolver los
residuos de parafina que puedan quedar y luego se pasan por los alcoholes
para extraer el xilol que reposa en los espacios intra y extracelulares.

b. Recuperacion antigénica. En el proceso de fijacion el FBN reacciona con los
aminoacidos y polipéptidos para formar puentes de metilo, los cuales a su vez
crean una red protectora que impide el acceso de cualquier molécula que pueda

reaccionar con los epitopes antigénicos.

Esta situacion debe ser corregida mediante un proceso antagonista que rompa
los enlaces formados y permita la recuperacion del antigeno. Para el
cumplimiento de este objetivo la recuperacion antigénica se realiza en steamer,
bajo condiciones de calor y buffer citrato. La preparacion del buffer citrato se
describe en la tabla 7. Se debe preparar Unicamente la cantidad necesaria para
el montaje (54) (55).

c. Blogueo de peréxidasas. En este paso se busca bloquear tanto la actividad
enzimatica de la perdxidasa endogena (intracelulares causantes del
background) como exdégena (extracelulares propias de la inflamacion),
causantes de background. Este bloqueo evita reacciones inespecificas y falsos
positivos. El bloqueo de la peroxidasa enddégena se lleva a cabo con el
Hydrogen peroxide block (Anexo C) y el de la peroxidasa exdégena con el Ultra
V-Block (Anexo D).
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Tabla 7. Preparacion del buffer citrato

Reactivos Cantidades
Buffer citrato 10X 100 mi
Agua destilada 900 ml
pH final 6.0
Volumen total 1000 ml

Fuente: Instructivo suministrado por la casa comercial Thermo Scientific (Anexo B)

d. Reaccion con anticuerpos primarios. En este paso ocurre la reaccién
especifica antigeno-anticuerpo. Los anticuerpos pueden estar listos para usar o
ser diluidos de acuerdo con las indicaciones de la casa comercial (Anexos E, F,
G, H), éstos se adicionan al tejido y se dejan reaccionar durante el tiempo que

indique el protocolo suministrado.

La especificidad de la wunién antigeno-anticuerpo se basa en la
complementariedad espacial absoluta entre ellas y la sensibilidad del anticuerpo
esta relacionada con la facilidad que éste tiene para unirse a su antigeno
especifico (54) (55).

e. Adicion del anticuerpo enganchador y del polimero. En este paso se lleva a
cabo la inmunolocalizacion del complejo antigeno anticuerpo por parte del
enhancer y HRP polymer. El polimero aumenta la sensibilidad y simplicidad de

la determinacién. (Anexo I)

f. Revelado. EI proceso de revelado ocurre mediante la adicion de la DAB
previamente diluida de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La DAB es
un cromogeno ampliamente usado en coloraciones de IHC, la cual en presencia
de la peroxidasa produce un precipitado de color marrén insoluble en alcohol y

puede ser observado en microscopio de luz (Anexo J).
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g. Coloracién de contraste. Esta coloracion es necesaria para visualizar
adecuadamente los marcadores en estudio. Se puede utilizar hematoxilina o

verde brillante.

5.3.4 Protocolo de |la técnica.

5.3.4.1 Desparafinacion del tejido

a. Métodos de desparafinacion

I Método largo: las laminas ubicadas en una canastilla metalica son llevadas
al horno a 37°C durante 24 horas; si pasado este tiempo las muestras no se
han desparafinado completamente, se sube la temperatura del horno hasta
60°C y se dejan alli durante 15-30 minutos, luego se sube la temperatura a
80°C y se dejan las laminas por 15-20 minutos mas, para lograr el proceso de

desparafinacion en calor.

ii  Método corto: los cortes son llevados al horno durante 30 minutos a 60°C,
luego se incrementa la temperatura a 80°C para dejar la muestra durante 15-20

minutos mas.
b. Pases por xilol: pasar las muestras por los 3 xiloles durante 3 minutos cada
uno, con el fin de retirar los residuos de parafina que puedan quedar del

proceso anterior.

c. Pases por alcohol: pasar las laminas por cada uno de los tres alcoholes

(Etanol 95°) durante 10 segundos para retirar los residuos de xilol.
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Finalizado el proceso las laminas se lavan con agua corriente.

5.3.4.2 Recuperacion antigénica. Se realiza en steamer.

a. Precalentar el steamer durante 30 minutos.

b. Servir el buffer citrato en el coplin indicado para alta temperatura, ubicar las
laminas desparafinadas en la respectiva canastilla e introducirlas en el buffer
citrato. El buffer citrato no se debe precalentar ni reutilizar.

c. Llevar el coplin al steamer durante 20 minutos.

d. Dejar enfriar las laminas a temperatura ambiente.

e. Descartar el Buffer citrato una vez esté atemperado y en su lugar se sirve buffer

de lavado, donde se lavan las laminas. Ver preparacion de PBS en tabla 8.

Otro instrumento usado en la recuperacion antigénica es el horno microondas. Se
ubica el horno en la opcion de alta potencia, power high, se introducen las
muestras ubicada en el buffer citrato durante cuatro minutos, luego se destapa el
coplin para dejar salir el vapor y en la opcion power-30 se deja la muestra durante

15 minutos mas. Dejar atemperar y continuar con el lavado.

Tabla 8. Preparacion del buffer de lavado PBS

Reactivos Cantidades
PBS (phosphate buffered saline) concentrado 40 ml
Agua destilada 960 ml
pH final 7.5-8.0
Volumen total 1000 ml

Fuente: Instructivo suministrado por la casa comercial Thermo Scientific (Anexo K)
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5.3.4.3 Bloqueo de la peroxidasa enddgena (R1). Hydrogen peroxide block.

a. Sacar las laminas del buffer de lavado y retirar el exceso de buffer.

b. Agregar 3 gotas (150 ul) de Hydrogen peroxide block sobre cada muestra.

Verificar que el reactivo cubra la totalidad de la muestra.

c. Incubar las muestras en cdmara humeda a temperatura ambiente durante 15

minutos.

d. Realizar dos lavados con PBS por 5 minutos cada uno.

5.3.4.4 Bloqueo de la peroxidasa exdgena (R2). Ultra V-Block.

a. Sacar las laminas del buffer de lavado y retirar el exceso de buffer.

b. Agregar 3 gotas de (150 ul) de Ultra V-Block sobre cada muestra. Verificar que

el reactivo cubra la totalidad de la muestra.

c. Incubar las muestras en camara humeda a temperatura ambiente durante 5

minutos.

d. Realizar dos lavados con PBS por 5 minutos cada uno.

5.3.4.5 Adicion del anticuerpo especifico (R3 diluciones). (Estrogen Receptor,

Progesterone Receptor, HER-2/neu)

a. Sacar las laminas del buffer de lavado y retirar el exceso de buffer.
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b. Agregar 3 gotas de (150ul) del anticuerpo especifico correspondiente sobre

cada muestra. Verificar que el reactivo cubra la totalidad de la muestra.

c. Incubar las muestras en cadmara humeda a temperatura ambiente durante 30

minutos (tiempo indicado en el inserto del kit).

d. Realizar dos lavados con PBS por 5 minutos cada uno.

5.3.4.6 Adicion del anticuerpo enganchador (R4). Antibody enhancer.

a. Sacar las laminas del buffer de lavado y retirar el exceso de buffer.

b. Agregar 3 gotas de (150 ul) del Antibody enhancer sobre cada muestra.

Verificar que el reactivo cubra la totalidad de la muestra.

c. Incubar las muestras en camara humeda a temperatura ambiente durante 20

minutos.

d. Realizar dos lavados con PBS por 5 minutos cada uno.

5.3.4.7 Adicion del polimero (R5). HRP polymer.

a. Sacar las laminas del buffer de lavado y retirar el exceso de buffer.

b. Agregar 3 gotas de (150 ul) del HRP polymer sobre cada muestra. Verificar que

el reactivo cubra la totalidad de la muestra.
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c. Incubar las muestras en cdmara humeda, cubierta con tapa oscura, a

temperatura ambiente durante 30 minutos.

d. Realizar dos lavados con PBS por 5 minutos cada uno.

5.3.4.8 Revelado. Diaminobenzidina - DAB.

a. Sacar las laminas del buffer de lavado y retirar el exceso de buffer.

b. Agregar 3 gotas de (150 ul) de DAB sobre cada muestra. Verificar que el

reactivo cubra la totalidad de la muestra. Ver preparacion en tabla 9.

c. Incubar las muestras en camara hiumeda a temperatura ambiente durante 4-15

minutos.

d. Lavar con agua destilada.

Tabla 9. Preparacion de la Diaminobenzidina (DAB)

Reactivos Cantidades
DAB sustrato 2 ml
DAB cromoégeno 1 gota
Volumen total 2 ml

Fliente® Instriictivo siiministrado nor la casa comercial Thermn Scientific (Anexo .1
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5.3.4.9 Coloracion de contraste. Se puede utilizar Hematoxilina o verde brillante.

a. Coloracion hematoxilina (para ER, PR y HER-2/neu)

i Las ldminas ubicadas en canastilla metalica se sumergen en hematoxilina

durante 10-30 segundos.

il Lavar con abundante agua corriente.

iii  Pasar las muestras por agua amoniacal. Ver preparacion en tabla 10.

iv Lavar con abundante agua corriente.

v Se deshidratan las muestras realizando pases por 3 alcoholes (etanol 95°).

vi Pasar las laminas por xilol para aclararlas. Este paso es opcional. Si no se

usa xilol se llevan las laminas al horno para secarlas.

vii Realizar el montaje de las [aminas con citorresina y leer.

Tabla 10. Preparacion del agua amoniacal

Reactivos Cantidades
Amoniaco 1 ml
Agua destilada 400 ml
Volumen total 401 mi

Fuente: Manual de técnicas en histologia y anatomia patolédgica (55)

b. Coloracion con verde brillante (ER/PR)
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I Agregar a cada muestra 3 gotas de verde brillante por 2 minutos.

il Lavar con abundante agua corriente.

iii Deshidratar las muestras, pasandolas por 3 alcoholes (etanol 95°).

iv Pasar las laminas por xilol para aclararlas. Este paso es opcional. Si no se

usa xilol se llevan las laminas al horno para secarlas.

v Realizar el montaje de las laminas con citorresina y leer.

5.3.5 Interpretacién de resultados. Como en toda prueba de laboratorio esta
técnica requiere de controles de calidad internos y externos tanto positivos como
negativos con el fin de evaluar la calidad de la técnica empleada y el montaje

realizado.

Para la evaluacion de calidad de la técnica en receptores hormonales se utiliza
como control interno positivo, la inmunotincion de los elementos epiteliales
normales presentes en la muestra analizada y en caso de no existir inmunotincion
en los elementos epiteliales normales de la glandula mamaria se interpretaran
como negativo y en la evaluaciéon del control externo para los receptores
hormonales se puede utilizar tejido endometrial o muestras de inmunorreactividad

conocida.
Cuando se cuenta con tejido mamario normal de la paciente, en la preparacién del

tejido se debe incluir un fragmento de éste para garantizar existencia del control

interno.
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En el caso del HER-2/neu, el control de calidad interno se evalla mediante la
ausencia de inmunotincion en los elementos del tejido mamario normal (53) y

como control externo se puede utilizar tejidos de inmunorreactividad conocida..

El propdsito del estudio de los receptores hormonales es ayudar a determinar la
posible respuesta en pacientes con terapia endocrina, la cual se ha encontrado ser
beneficiosa para los pacientes a partir del 1% de positividad (56).

Para la valoracion de los receptores hormonales (ER/PR) se busca el campo con
mayor namero de células reactivas y con base en el porcentaje de células
malignas, se cuenta 500 células tumorales en campo seco de alto poder (40X). De

ellas se establece el porcentaje de las que presentan inmunorreactividad.

La intensidad de la tincion se puede clasificar como débil, intermedia o fuerte y
para la interpretacion se tiene en cuenta los criterios referidos en la tabla 11 (53).
Grafico 9y 10.

Tabla 11. Escala de lectura e interpretacion de la expresion de los receptores

hormonales ER/PR determinados por inmunohistoquimica

Resultado Interpretacion

Negativo <1% Ndcleos inmunorreactivos en células tumorales y control interno
positivo

Positivo 21%  Nucleos inmunorreactivos en células tumorales

No interpretable No se observan nlcleos inmunorreactivos en células tumorales y

control interno negativo

Fuente: ASCO/CAP Recomendation for immunohistochemical testing of estrogen and progesterone
receptors in breast cancer (53)
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Grafico 9. Receptores de estrogenos

A. Control interno positivo. B. Receptores de estrégenos débiles. C. Receptores de estrogenos fuertes.

Grafico 10. Receptores de progesterona

A. Receptores de progesterona débiles y moderados. B. Receptores de progesterona fuertes.

Para la valoracion de la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu por IHC se
tienen en cuenta los criterios relacionados en la tabla 12, los resultados son
evaluados mediante una escala semicuantitativa que va desde cero hasta tres
cruces e involucra la inmunorreactividad circunferencial de la membrana celular, la
intensidad de la inmunorreaccion y el porcentaje de la poblacién neoplésica que la

presenta. Gréfico 11.

En caso de obtener grado 2+ (equivoco) la muestra se debe evaluar mediante la
técnica de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) con el fin de confirmar o
descartar la amplificacion del gen c-erbB-2.

La interpretacién de los resultados debe ser analizada a la luz de los demas

hallazgos clinicos-patoldgicos que presenta la paciente.
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Tabla 12. Escala de lectura e interpretacion de la sobreexpresion de la proteina

HER-2/neu determinada por inmunohistoquimica

Resultado Interpretacion
Negativo 0 Membrana celular no coloreada
1+ Coloracion incompleta de membrana celular en cualquier proporcion

de células tumorales

Equivoco 2+ Membrana con coloracion completa no uniforme o débil en intensidad
con distribuciéon circunferencial en al menos 10% de células tumorales

Positivo B Membrana con coloracion intensa y uniforme en mayor 30% de células
tumorales invasivas

Fuente: ASCO/CAP Recomendation for human epidermal growth factor receptor 2 testing in breast cancer (9);
ASCO/CAP Recomendation for immunohistochemical testing of estrogen and progesterone receptors in breast
cancer (53)

Grafico 11. Sobreexpresion de la proteina HER-2/neu

A. HER-2/neu negativo Grado 0. B. HER-2/neu negativo Grado 1+. C. HER-2/neu equivoco Grado 2+.
D. HER-2/neu positivo Grado 3+.
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5.3.6 Variables del andlisis.

5.3.6.1 Variables preanaliticas

a. Manipulacion del tejido en la sala de cirugia. El tiempo de isquemia cliente y
frio debe ser inferior a una hora. El tiempo de isquemia caliente se define como
el tiempo ocurrido desde la interrupcion del flujo sanguineo al tumor y la
escision del tejido y el tiempo de isquemia frio corresponde al tiempo ocurrido
desde la escision hasta el inicio de la fijacion.

Si el tiempo de isquemia es prolongado ocurre una pérdida progresiva de la
actividad molecular dando lugar a acidosis, isquemia tisular y degradacion
enzimatica, hecho que afecta irreversiblemente las moléculas en estudio (9)
(53).

b. Manejo de la muestra en el laboratorio. La muestra debe ser orientada,
las margenes marcadas con tinta y el tejido se debe seccionar si es necesario,

en laminas de 0.5 mm de espesor.
En el cassette se ubica tejido tumoral y tejido normal de mama para ser
procesado en las mismas condiciones y asi garantizar la positividad del control
interno (9) (53).

c. Tipo de fijador. Se debe usar so6lo formol tamponado al 10% (9) (53).

d. Tiempo de fijacion. El tiempo estimado para la fijacién adecuada es de 6 a 72

horas. La velocidad de penetracion del formol es de 1mm/h por lo que las

muestras, si son grandes, se deben seccionar; la fijacibn es un proceso
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qguimico que no es directamente proporcional a la velocidad de penetracion y

requiere un tiempo minimo de 6 horas para su desarrollo.

Tiempos de fijacion inferiores a 6 horas o superiores a 72 horas pueden generar
falsos negativos. El proceso de recuperacion antigénica usualmente esté

optimizada para 24 horas de fijacion (9) (53).

5.3.6.2 Variables analiticas

a. Seleccion de anticuerpos. En el consenso realizado en el afio 2010 por la
American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists
(ASCO/CAP) recomendo los clones 1D5, 6F11, SP1y 1D5+ER.2.123 para la
determinacion de los ER y los clones 1A6, 1294 y 312 para la determinacion de
los PR.

Para la evaluacion de la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu, la American
Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists (ASCO/CAP) en
las recomendaciones establecidas en el 2007 refiere el uso de los clones A085

y CB11len pruebas inmunohistoquimica.
b. Control interno. Son utilizados para monitorear el desarrollo de la prueba, el
exceso del tiempo de fijacion, detectar pérdida de sensibilidad y monitorear las

variables dependientes del analisis.

El control interno debe mostrar un patron de coloracién heterogénea en las

células luminales con una intensidad que puede ser débil, moderada e intensa.

Si no existe elementos de control interno para evaluar la muestra analizada, el

médico patologo puede emitir un juicio teniendo en cuenta el nivel de positividad

82



de los ER/PR en células tumorales, el tipo histolégico del tumor, el estado de

fijacion del tumor y el estado de los controles externos (53).

c. Control externo. Comercialmente existen diferentes niveles de positividad alto,
intermedio y negativo, también se puede utilizar tejido endometrial con

inmunorreactividad conocida (53).

5.3.6.3 Variables post analiticas

a. Interpretacion de la prueba. Se debe basar en los criterios relacionados en la
tabla 11y 12.

El porcentaje de positividad de nacleos en células tumorales se determina por
score de Allred (56) (57). El porcentaje se puede establecer por estimacion o
por cuantificacion mediante analisis de imagenes y de la intensidad se informa

el promedio referida como débil, moderada o fuerte.
b. Informe. El informe entregado al paciente debe estar conformado por los datos

del paciente, los datos de la muestra, los datos del tiempo de fijacion y el

resultado de la evaluacién de los biomarcadores.
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6. METODOLOGIA Y DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

6.1 POBLACION

El universo de este proyecto esta conformado por mujeres con diagnéstico de
carcinoma infiltrante de la glandula mamaria cuyos bloques de parafina se
revisaron y procesaron en el Laboratorio de Inmunohistoquimica del Departamento
de Patologia de la Universidad Industrial de Santander, durante el periodo
comprendido desde el 1 de julio de 2009 hasta el 20 de marzo del 2011.

6.2 VARIABLES DEL ESTUDIO
En este estudio se manejaron 4 variables de naturaleza nominal, 3 de ellos (ER,
PR, Her-2/neu) fueron analizadas por IHC, utilizando anticuerpos monoclonales de

conejo (Neo markers) SP1 para ER, SP2 para PR y SP3 para Her-2/neu.

La interpretacion de resultado de las variables ER, PR y sobreexpresion de la
proteina HER-2/neu se realiz0 a la luz de los criterios relacionados en las tablas
11 y 12, siendo su valor de salida “negativo o positivo” para este estudio. Las
muestra cuyo resultado de la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu fue
equivoco, fueron procesadas nuevamente mediante la técnica de fluorescence in
situ hybridization para esclarecer el su resultado y obtener el valor de salida

indicado.
La cuarta variable, grado de diferenciaciéon tumoral, fue valorada en tejido

coloreado con H/E, donde se evaluaron los criterios indicados en la tabla 5. Su

valor de salida es el concepto de bien, moderado o mal diferenciado.
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6.3 DISENO DE LA INVESTIGACION

Este es un estudio de corte transversal realizado en pacientes con carcinoma
mamario infiltrante, donde el tamafio de la muestra fue calculado en el
subprograma STATCALC de Epiinfo 6.04d con los siguientes criterios: nivel de
confianza del 90%, prevalencia esperada del fenotipo triple negativo del 30%, los
intervalos de confianza se encuentran entre 20% y 40% generando como

resultado un n de 57.

Este estudio fue disefiado para realizarse en tres fases, reclutamiento de la

poblacion, procesamiento de muestras y analisis de datos durante 18 meses.

6.3.1 Reclutamiento de la poblacidon. Las mujeres que formaron el universo del
estudio fueron incorporadas mediante dos vias: la primera a través del proceso
de diagnéstico en la Unidad Oncoldgica del HUS y la segunda via derivé de otras
IPS de la ciudad que se unieron al proyecto en esta primera fase.

En el Laboratorio de Patologia de la UIS se recibieron las muestras de los casos
en estudio, las cuales consisten en biopsias de tejido mamario embebidas en

parafina con diagnéstico previo de carcinoma mamario infiltrante.

Las pacientes fueron informadas acerca de la invesstigacion en curso y a aquellas
gue decidieron hacer parte del estudio se les diligenci6 la encuesta disefiada para

recolectar la informacion (Anexo L) y el consentimiento informado (Anexo M).

6.3.2 Procesamiento de la muestra. Una vez obtenidos los reactivos para el
estudio, se procedio a la estandarizacion de la técnica, para la cual se conto con la
orientacién de la casa comercial y con la experiencia del personal del Laboratorio
de Patologia del Hospital La Samarita (Bogota D.C.) quienes han trabajado

ampliamente estos reactivos.
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La estandarizacion de la técnica se describe en el item 7.3.4, protocolo de la

técnica.

La lectura e interpretacion de los resultados estuvo a cargo de médicos patdlogos

adscritos al Departamento de Patologia de la UIS.

6.3.3 Andlisis de datos. Con los datos obtenidos se realizé un estudio descriptivo

y un analisis comparativo con la literatura existente.
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7. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 PRESENTACION DE RESULTADOS

En el cuadro 1 Se pueden observar todos los resultados

Cuadro 1. Caracteristicas generales de la poblacion

Fenotipo
Total NP HER2+  Luminal/ Luminal A ER-/PR+/HER2-
HER2+
Cantidad Total de pacientes 62 100,0% 20 32,3% 10 16,1% 1 16% 28 452% 3  48%
Edad Promedio general 55 54 54 57 57 51
Edad minima 29 37 29 31 41
Edad maxima 81 76 73 81 58
Variedad col 55 88,7% 17 '309% 9 '164% 1 ' 18% 25 '455% 3  55%
Histolégica  CLI 5 81% 2 '400% 1 '200% O "00% 2 '400% 0O  0,0%
Mucinoso 1 16% 0 '00% 0 "00% O "00% 1 1000% 0 0,0%
Metaplasico 1 16% 1 1000% 0 "00% 0 '00% 0 '00% 0 0,0%
Total 62 100,0% 20 '32,3% 10 '161% 1 ' 1,6% 28 452% 3  4,8%
Grado de Grado | 9 164% 2 '222% 1 '111% O '00% 6 667% 0  0,0%
diferenciacién Grado Il 35 63,6% 11 '31,4% 4 '11,4% 1 ' 29% 16 '457% 3  86%
tumoral Grado Il 11 200% 4 '364% 4 '364% 0 ' 00% 3 273% 0  0,0%
Total 55 100,0% 17 '30,9% 9 164% 1  18% 25 455% 3  55%

La poblacion de estudio esta conformada por 62 mujeres cuyas edades oscilan

entre 29 y 81 afios con promedio de 55 afos.

La caracterizacion inmunofenotipica de la poblacion de acuerdo con los fenotipos
preestablecidos es de 32,3% para fenotipo triple negativo; 17,7% fenotipo HER2+;
1,6% fenotipo luminal/HER2+, 45,2% fenotipo luminal A y 4,8% el fenotipo ER
negativo, PR positivo HER-/neu negativo (ER- PR+ HER2-). Grafico 12.
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El promedio de edad encontrado en las pacientes clasificadas por fenotipo es 54
afios con rango de 37 a 76 afos para fenotipo triple negativo; 54 afios con rango
de 29 a 73 para el fenotipo HER2+; 57 afos para el fenotipo luminal/HER2+; 57
afios con rango de 31 a 81 para el fenotipo luminal A 'y 51 afios con rango de 41 a
58 afios para el fenotipo (ER- PR+ HER2-). Gréfico 13.

La variedad histolégica mas frecuente en la poblacion es el carcinoma ductal
infiltrante (88,7%) seguido por el carcinoma lobulillar infiltrante (8,1%), carcinoma
mucinoso (1,6%) y carcinoma metaplasico (1,6%). Grafico 14.

Graéfico 12. Frecuencia de inmunofenotipos
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Gréfico 13. Inmunofenotipos vs Edad promedio
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Grafico 14. Variedad histolégica
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De las 55 pacientes con carcinoma ductal infiltrante se tiene que el 30,9% son
fenotipo triple negativo; 16,4% son fenotipo HER2+; 1,8% es fenotipo
luminal/HER2+; 45,4% son fenotipo luminal A y 5,4% son fenotipo ER- PR+ HER2-
. De los 5 carcinomas lobulillares infiltrantes el 40% son fenotipo triple negativo; el
20% fenotipo HER2+ y el 40% fenotipo luminal A. El carcinoma mucinoso expresé

el fenotipo luminal A y el carcinoma metaplasico el fenotipo triple negativo.

De las 55 pacientes con carcinoma ductal infiltrante se obtuvo que el 16,4% estan
bien diferenciados; el 63,6% moderadamente diferenciados y el 20% mal

diferenciados. Gréafico 15.

Gréfico 15. Frecuencia del grado de diferenciacion tumoral

Mal
Moderado 11
35 20,0%
63,6%

16,4%

De las nueve pacientes con grado de diferenciacion tumoral 1 se tiene que el
22,2% son fenotipo triple negativo; 11,1% es fenotipo HER2+ y el 66,7% son

fenotipo luminal A. Gréfico 16.
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Gréfico 16. Grado de diferenciacion tumoral 1 vs Fenotipos
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De las 35 pacientes que presentaron grado de diferenciacion tumoral 2, el 31,4%
es fenotipo triple negativo; 11,4% es fenotipo HER2+; 2,8% es fenotipo
luminal/HER2+; el 45,7% es fenotipo luminal A y el 8,6% es fenotipo ER- PR+
HER2-. Gréfico 17.

Grafico 17. Grado de diferenciacion tumoral 2 vs Fenotipos
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De las 11 pacientes que presentaron grado de diferenciacion tumoral 3 se tiene
gue el 36,4% es fenotipo triple negativo; el 36,4% es fenotipo HER2+ y el 27,2%
es fenotipo luminal A. Gréfico 18.

Gréfico 18. Grado de diferenciacion tumoral 3 vs Fenotipos
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7.2 DISCUSION

La edad promedio (55 afos) registrada en la poblacion de estudio se relaciona con
los hallazgos obtenidos en el estudio registrado por Jaramillo y colaboradores en
Cali-Colombia (17) cuya edad promedio fue de 55,3 afios y con el Registro
Poblacional de Cancer del afio 2007 realizado en la poblacién del Area
Metropolitana de Bucaramanga-Colombia (18). La edad promedio de la poblacion
evaluada se encuentra por debajo de la registrada (64 afios) en la literatura de
referencia (26) y por encima de la edad promedio (49.9 afios) de un estudio

realizado en el Reino Unido por Rakha y colaboradores (15). Cuadro 2.
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Cuadro 2. Edad

Robbins Jaramillo  Rakha Registro
2 17 1 Poblaci | del
Autor: Anteliz et al (26) (17) (15) oblacional de
cancer
(18)
Luminal/ 3
Total TNP  Her+ Hert Luminal A 1RH+Her- General TNP General
Promedio general 55 54 54 57 57 51 64 55.3 49.9 52
Edad minima 29 37 29 31 41 32 25
Edad maxima 81 76 73 81 58 76 70
Afio 2007/
2011 2002/_ Reino 2007/ Colombia
Lugar uis Colombia )
i Colombia (Cali) Unido (B/ga)
Pais (Nottingha
Poblacion a/col 32 1726 848
n 62

El fenotipo de mayor frecuencia es el luminal A con una presentacion de 45,2%

seguido por el fenotipo triple negativo con 32,3%, el fenotipo HER2+ con 16,1%, el
fenotipo ER- PR+ HER2- con un 4,8% y el fenotipo luminal/HER con 1,6%. Cuadro

3.

Cuadro 3. Fenotipos vs Poblacién

Autor: Anteliz et al Barghava / Dabbs TNP Gerson R. DiazJ.
uror: (58) (14) (49) (65)
TNP ER- PR- Her- 20/ 62 323% 32/ 205 15,6% 12-17% 17 / 110 15,5% 28,6%

Her2+ ER- PR- Her+ 10/ 62 16,1% 8/ 205 3,9% 11 / 110 10,0%
Luminal/Her2+ ER+ PR+ Her+ 1/62 1,6% 10 / 205 4,9% 14 / 110 12,7%
Luminal A ER+ PR+ Her- 28 / 62 45,2% 113 / 205 55,1% 52 / 110 47,3%
1RH+ Her- ER- PR+ Her- 3/62 4,8% 16 / 110 14,5%
Luminal B RH+*™ Her- 34 / 205 16,6%
Luminal B hibrido ~ RH+*™Her+ 8 /205 3,9%

Her+ 17,7% 12,7% 22,7%
Afo 2011 2010 2008 2008
Pais Colombia USA México Colombia
n/Poblacidon 62 205 Revisién 110 49
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El hallazgo obtenido para el fenotipo triple negativo (32,3%) dobla en cantidad los
datos registrados en los estudios de Bhargava y colaboradores (58) quienes
registran un 15,6%, con el estudio de Gerson y colaboradores (49) quienes
registran un 15,4% y con una revision del fenotipo triple negativo (14) que

determina la presencia del TNP entre el 12 y el 17%.

Dentro de las posibles causas que generan tal diferencia estan: que el fenotipo
triple negativo obedezca a una caracteristica propia de esta poblacion; que la
preservacion del tejido haya sido subéptima. De las pacientes con fenotipo triple
negativo se tiene que en 3/20 muestras el control interno fue negativo, en 5/20 fue
positivo y en 12/20 no se pudo evaluar el control interno por ausencia del tejido
epitelial no tumoral en la muestra. En todos los casos el control externo fue
positivo tanto para los receptores hormonales (ER/PR) como para el HER-2/neu.
Basados en estos hallazgos no es posible descartar la probabilidad de la

existencia de deficiencias en el proceso de fijacion tisular.

Este hallazgo también podria estar afectado por la sensibilidad y la especificidad
de los clones usados. Los clones recomendados por la ASCO/CAP en el
consenso del 2010 (53) para la determinaciéon del ER son el 6F11, 1D5,
ER.2.123+1D5 y SP1, siendo este ultimo el usado en este estudio. Para la
determinacién de los receptores de progesterona recomendaron los clones 1294,
1A6 y 312, pero no el SP2 que fue el utilizado en este estudio, sin embargo
existen estudios como los Zhida et al (59) y Cano G. et al (60) que demuestran la
alta especificidad y sensibilidad del clone SP2 comparable en su totalidad con el
clone 1A6 recomendado por la ASCO/CAP. Cuadro 4.
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Cuadro 4. Evaluacion de los clones para receptores de estrogenos y progesterona

Autor Recomendados por Anteliz et al Zhida Huang et al. Cano G.etal
la ASCO/CAP (59) (60)
Biomarcador Clone Clone Clone Hallazgo Clone Hallazgo
ER SP1/6F11/1D5 RmAb SP1
ER.2.123+1D5
(41)
PR 1294/ 1A6/ 312 RmAb SP2 1A6 Ventajas del SP2 mAb 1A6 Ventajas del SP2
(41) Vs * Buena reactividad Vs * Alta sensibilidad y
SP2 * Predominancia de la RmADb SP2 especificidad de reaccién
inmunotincién nuclear * Fuerte inmunocoloracion
* La afinidad del AcSP2 es 12 *Tiempos de procedimiento
veces mas alta que la del 1A6 mas cortos
Los resultados completamente
similares
Afio/Pais 2006 2003/ Portugal
n/ Poblacién 107 Carcinoma mamario infiltrante 40 Carcinoma mamario infiltrante

Para la determinacion del HER-2/neu la FDA ha aprobado dos clones el A085
(anticuerpo policlonal — Hercep test — Dako) y el clone CB11 (anticuerpo
monoclonal). En este estudio se utilizo el clone SP3 que ha demostrado en
diferentes estudios alta concordancia con el FISH, 94.6% (61), 93.8% (62), 94.1%
(63); alta especificidad 97% (61) y alta sensibilidad (64). Todos estos estudios
demuestran la alta sensibilidad y especificidad de los clones usados en la

evaluacion de los biomarcadores, ER, PR y HER-2/neu. Cuadro 5.

Otra posible causa puede obedecer a las variables técnicas del procedimiento, sin
embargo para monitorear el buen ejercicio de cada montaje se corrieron controles
externos de inmunoreactividad conocida y se evalu6 el tejido mamario no tumoral

como control interno en los casos que fue posible.

A pesar de lo anteriormente expuesto, existe un estudio realizado por Diaz y
colaboradores (65) en el Hospital Universitario de Santander donde se evidencia

gue el fenotipo triple negativo es de 28,57%. De descartarse un manejo subéptimo
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en la fijacion del tejido tisular, la cercania de estos datos a los nuestros (32,3%)
sugiere que en esta zona, la presencia del fenotipo triple negativo es mas alta que
lo registrado en la literatura relacionada con anterioridad en el cuadro 3.

El hallazgo del fenotipo HER2+ en la poblacién de estudio es del 16,1%, dato
inferior comparado con los hallazgos registrados por Perou y colaboradores (21)
20-30%, Owens y colaboradores (46) 20% y Gerson y colaboradores (49) 22,7%,
pero superior al registrado por Bhargava y colaboradores (58) 13%. Cuadro 6.

Cuadro 5. Evaluacion de los clones para HER-2/neu

Autor Recomendados por Antelizetal Wiludarski - Bacchi Nassar Aziza Nunes C.B. Hanley
la ASCO/CAP (61) (62) (64) (63)
Biomarcador Clone Clone Clone Hallazgo Clone Hallazgo Clone Hallazgo Clone Hallazgo
HER2 A085 polyclonal ab  RmAb SP3 SP3vs. Hercep Concordancia entre SP3vs. Hercep Concordancia entre Comparo SP3esmas RMab SP3vs. Concondarcia entre
Hercep test - Dako test SP3:FISH 94.6%  test SP3: FISH 93.8% RmAb SP3 sensible que los FISH Rmab SP3: FISH
Hercep test : FISH Hercep test : FISH anticuerpo 94.1%
CB11 monoclonal ab SP3vs.FISH  95.1% SP3vs.FISH  46.9% A0485- Dako monoclonalesde  Hercep test -
(9) ratén para HER FDA HER FDA:FISH
Hercep test es mas Hercep test- determinar HER2 35.3%
sensible (100% vs. Dako
89%) CB11y 4D5 fueron
NCL-CB11 mas especificos
SP3 es mas (novocastra) que el SP3
especifico (97% vs.
89%) CM-CB11 (Cell
marque)
Ventaja del
SP3/Hercep test: Mouse mAb
alto poder 4D5
discriinatorio (Genentech)
(72.1% vs. 34.1)
Afio/Pais 2008/ Brazil 2009 2008/ Brazil 2009/ USA
n/ Poblacién 179 52 84 52

El fenotipo luminal/HER+ se manifesté en la poblacion estudiada en 1.6% (1/62)
mientras que en otros fue del 5% (58) y del 12.7% (49) diferencia que puede ser

atribuida al tamafio de la muestra.
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Cuadro 6. Fenotipo HERZ2 positivo

A Bhargava/Dabbs Perou et al. Owens et al. Gerson et al.
Autor: Anteliz et al
(58) (21) (46) (49)
HER2+ 17.7% 13,0% 20-30% 20% 22,70%
Afo 2011 2010 2000 2004 2000-06
Pais Colombia (B/ga) USA USA USA México
n/Poblacién 62 205 42 116.736 110

El fenotipo luminal A es el mas frecuente tanto en los estudios de Bhargava (58) y
Gerson et al (49) como en el nuestro, aunque nuestro hallazgo (45,2%) es inferior
al de Gerson (47,3%) y al de Bhargava (55%). Cuadro 3.

El dltimo fenotipo (definido como ER- PR+ y HER2-) tuvo en nuestro estudio una
presentacion del 4,8%, dato inferior al compararlo con el 14,5% referido en el
estudio de Gerson (49). Cuadro 3.

Los resultados mostraron que la variedad histolégica mas frecuente en la
poblacién estudiada es el carcinoma ductal infiltrante (88,7%) seguido por el
carcinoma lobulillar infiltrante (8,1%), el carcinoma mucinoso (1,6%) y el

carcinoma metaplasico (1,6%). Cuadro 1.

La literatura de referencia (26) registra que el 70-80% de los carcinomas mamarios
son ductales infiltrantes, el 5-10% son lobulillares infiltrantes, el 1-5% son
mucinosos y menos o igual al 1% son metaplasicos. Frkovic (2) en una poblacion
de 270 pacientes determind que el 78,5% desarrollaron carcinoma ductal
infiltrante, el 11,1% carcinoma lobulillar infiltrante y restante 10,4% desarrollaron
otros carcinomas infiltrantes no convencionales. Jaramillo (17) quien estudio una

poblacién de mujeres con cancer de mama en Cali (Colombia) encontr6 que el
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96% desarrollé carcinoma ductal infiltrante y el 9,4% carcinoma lobulillar infiltrante.
Cuadro 7.

El grado de diferenciacion tumoral describe las diferencias microscopicas que
presentan las células tumorales respecto de las células normales de un mismo
tejido en apariencia y funcion. Su determinacién es importante porque establece el
pronéstico del paciente y orienta la conducta terapéutica, al igual que lo hace la
expresion de los receptores de estrégenos y progesterona y la sobreexpresion de
la proteina HER-2/neu, biomarcadores que determina el inmunofenotipo

Cuadro 7. Variedad histologica

Autor: Anteliz et al Robbins (26) Jaramillo (17) Frkovic (2)
CDI 88.7% 70-80% 29 / 32 90,6% 78,5%
cu 8.1% 5-10% 3/ 32 9,4% 11,1%
C. Mucinoso 1.6% 1-5%

C. Metaplasico 1.6% <=1%

Cl no convencional 10,4%
Afo 2002 2002
Pais Colombia (Cali) Slovenia
n/Poblacidn 32 270

En la literatura se ha relacionado la buena diferenciacion tumoral con la expresiéon
casi invariable de los receptores de estrégenos y la pobre diferenciacion con

desarrollo de metastasis, evento que empeora el pronéstico (1).
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En nuestro estudio se encontr6 que en todos los fenotipos (TNP, HER2+,
luminal/HER2+, luminal A y ER+/PR-/HER2-) el grado de diferenciacion tumoral

mas frecuente es el moderado.

Desmedt y colaboradores (66) en un metaandlisis realizado refiere que la mayoria
de los fenotipos TNP y HER2+ son de alto grado de diferenciacién tumoral por lo
gue se hacen mas agresivos. Gerson y colaboradores (49) determinaron que el
TNP se asocia con peor prondstico tanto en recurrencia como en sobrevida y el
HER2+ presenta un comportamiento agresivo con alta incidencia y mayor
mortalidad. Cuadro 8. En nuestro estudio la mayoria de los fenotipos TNP y
HER2+ presentaron un moderado grado de diferenciacion tumoral con tendencia a
la pobre diferenciacion, sin embargo dos pacientes con fenotipo triple negativo y
una paciente con fenotipo HER2+ presentaron buen grado de diferenciacion

tumoral.

Los fenotipos relacionados con buen prondstico son los que expresan los
receptores hormonales y su grado de diferenciacion tumoral va de bueno a
moderado. En este estudio, los fenotipos Iluminal/HER2+, luminal A y ER-
/PR+/HER2- presentaron en su mayoria moderado grado de diferenciacion
tumoral con tendencia a bueno, sin embargo hubo tres pacientes del fenotipo

luminal A que presentaron pobre grado de diferenciacion.
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Cuadro 8. Grado de diferenciacién tumoral vs Fenotipos

Autor Anteliz et al Rakha (1) Desmedt (66) Gerson (48)
TNP Her+ Luminal/Her+ Luminal A 1RH+ Her-
1 2/9 222% 1/9 11,1% 0/9 0,0% 6/9 667% 0/9 0,0%
*ElIGDT 3tiende a
hacer metastasis ~ * La mayoria de los
empeorando el Ca. Con fenotipos  * El TNP se asocia a
prondstico TNP y HER2+ son de peor prondstico
2 11/35 314% 4/35 11,4% 1/35 29% 16/35 457% 3 /35 86% *ElGDT2presenta altogrado (recurrenciay
un prondstico sobrevida)
gir::r(::ceiacién intermedioenlos *EI TNP es més
Tumoral afios subsiguientes agresivo * HER+ presenta un
*GDT 1tiende a comportamiento
presentar * El HER2+ asociado agresivo
excelentes con mal prondstico (incidenciay
resultados y mmortalidad)
3 4/11 364% 4/11 364% 0/ 11 0,0% 3/11 273% 0/11 0,0% normalmenteson
ER+
Afo 2011 2010 2008 2008
Pais Colombia (B/ga) Reino Unido México
n/Poblacion 62 Revision Meta andlisis 110

Referente al carcinoma lobulillar infiltrante la literatura de referencia registra que
se presenta en un 5-10% de los carcinomas mamarios, Frkovic (2) en su estudio
encontré6 que estaba presente en un 11%, Jaramillo (17) en una poblacion
Colombiana determiné el 9.4%. El grado de diferenciacion tumoral de estos
carcinomas puede ser variable (26); Rakha en un estudio de 517 carcinomas
de

moderadamente diferenciado, 12% tenia buena diferenciacion y 12% pobre

lobulillares infiltrantes (67) encontré6 que 76% las muestras estaba

diferenciacion.

Los cinco carcinomas lobulillares infiltrantes hallados en este estudio son un
ejemplo de la distribucion variable que presenta este clase de tumores. Dos de
ellos son luminal A con buen y moderado grado de diferenciacién, dos son
fenotipos triples negativos con moderada y pobre diferenciacion tumoral y el otro

HER+ con grado buen grado de diferenciacion tumoral.
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EL carcinoma mucinoso es considerado de buen prondstico, ya que en su mayoria
expresa los receptores hormonales (26), no sobre expresa la proteina HER-2/neu
y el grado de diferenciacion tumoral es bueno (68) hecho que se evidencié en el

Unico caso obtenido.

El carcinoma metaplasico encontrado en el estudio es un TNP mal diferenciado,

hallazgo que concuerda con la literatura (26).
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8. CONCLUSIONES

La edad promedio de presentacion del carcinoma mamario infiltrante en la
poblacion estudiada es de 55 afios, dato concordante con el estudio realizado en
Cali-Colombia y el Registro Poblacional de Cancer del area Metropolitana de

Bucaramanga.

El inmunofenotipo de mayor frecuencia en la poblacion estudiada es el Luminal A,
seguido en su orden por los fenotipos triple negativo, HER2+, fenotipo ER- PR+
HER2- y fenotipo luminal/HER2+, siendo los promedios de edades muy similares
en los tres fenotipos de mayor frecuencia, luminal A con promedio de 57 afios,

TNP y HER2+ con promedio de 54 afios.

Todos los fenotipos determinados en los carcinomas ductales infiltrantes, en su
mayoria estan relacionados con moderado grado de diferenciacién tumoral y no se
establece una relacion franca entre los fenotipos de mal prondstico (TNP y

HER2+) y la pobre diferenciacion tumoral.

En la poblacién de pacientes con carcinoma ductal infiltrante el 48,4% de las
pacientes presentaron fenotipos de peor pronéstico (TNP y HER2+) frente al
51,6% de pacientes que exhibieron fenotipos de mejor prondstico, hecho que
podria estar relacionado con menor agresividad del tumor y por ende con la baja
mortalidad encontrada en Santander respecto a las estadisticas nacionales y

globales.

Los hallazgos obtenidos del fenotipo triple negativo en la misma poblacion, tanto
en nuestro estudio como en el de Diaz y colaboradores (65) ratifican que en esta
region la frecuencia del fenotipo triple negativo es superior a la registrada en la

literatura.
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Frente a la diferencia encontrada en la fenotipificacion del TNP con respecto
estudios referidos, se hace necesario seguir las siguientes recomendaciones:
ejercer mayor control sobre los tiempos de isquemia frio y caliente y el tiempo de
fijacion; garantizar la adecuada preservacion tumoral especialmente en los

procesos de lumpectomia, cuadrantectomia y mastectomia.

A las pacientes cuyas muestras no tenian tejido mamario no tumoral para evaluar
el control interno, se sugiere hacerles seguimiento en el tiempo para evaluarlo en

el momento de la mastectomia, si es el caso.
A los fenotipos fenotipos triples negativos hallados se les podria realizar los otros

dos biomarcadores, EGFR y CK 5/6 para establecer a cual fenotipo, core basal o

5NP, corresponden.
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9. CONSIDERACIONES BIOETICAS

Desde el punto de vista bioético, el presente trabajo de investigacién se
fundamenta en los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki
proclamada por la Asociacion Médica Mundial (69), donde se identifican los
principios éticos a tener en cuenta tanto por los médicos como por aquellas
personas que realizan investigacion meédica en seres humanos, incluyendo la
investigacion de material humano o de informacion identificable, investigaciones
gue se realizan con el propésito de mejorar los procedimientos preventivos,
diagnosticos y terapéuticos, al igual que comprender la etiologia y patogenia de
las enfermedades sin dejar de velar por la proteccion de la vida, la salud, la
intimidad y la dignidad del ser humano.

Los individuos que conforman el proyecto de investigacion deben estar por
voluntad propia y debidamente informados. A ellos se les debe respetar el
derecho de proteger su estado, intimidad, confidencialidad y reducir al minimo las
consecuencias de la investigacion sobre su integridad fisica, mental vy

personalidad.

Adicional a esta Declaracion se tiene en cuenta la normatividad vigente del pais
donde se realiza la investigacion, por lo que cada individuo debe recibir
informacion completa acerca del estudio, los objetivos, metodologia,
financiamiento, posibles conflictos de intereses, beneficios calculados, riesgos
previsibles e incomodidades derivadas. La persona debe quedar informada de su
posibilidad de retirarse de la investigacion sin generarle conflictos futuros. Una vez
el participante ha entendido la situacion se debe proceder a la firma voluntaria del

consentimiento informado.
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El ministerio de Salud de Colombia ha expedido la Resolucion 8430 de 1993 (70)
donde se establece la normatividad cientifica, técnica y administrativa para la
investigacion en salud. El Articulo 5° afirma que en toda investigacion en la que el
ser humano es sujeto de estudio, deberd prevalecer el criterio del respecto a su
dignidad, la proteccion de sus derechos y su bienestar. El Articulo 11° clasifica las
investigaciones en diferentes categorias: Investigacién sin riesgo, investigacion
con riesgo minimo e investigacién con riesgo mayor que el minimo y el Articulo
14° aclara que por consentimiento informado se entiende el acuerdo por escrito,
mediante el cual el sujeto de investigaciébn o en su caso, su representante legal,
autoriza su participacién en la investigacion, con pleno conocimiento de la
naturaleza de los procedimientos, beneficios y riesgos a que se sometera, con la
capacidad de libre eleccion y sin coaccion alguna, ver anexo 1, normatividad que

también se tiene en cuenta para el desarrollo de este proyecto.

Como conclusion y teniendo en cuenta las caracteristicas del proyecto, se
establece que ésta es una Investigacion de Riesgo Mayor que el Minimo, por lo
que serd sometida a consideracion del Comité de Etica de la Direccion de
Investigaciones de la Facultad de Salud (DIF) de la Universidad Industrial de
Santander para la respectiva autorizacion de ejecucion, previo diligenciamiento del

consentimiento informado.

Conociendo que este proyecto se encuentra anidado en el proyecto titulado
“Relaciéon entre el grado de angiogénesis, presencia de Receptores
Hormonales y sobreexpresion del receptor Her-2 neu, en el carcinoma
infiltrante de glandula mamaria de biopsias analizadas en el Departamento
de Patologia de la Universidad Industrial de Santander y el Hospital
Universitario de Santander” aprobado por la Vicerrectoria de Investigacion y
Extension de la UIS, cuyo investigador principal es la Doctora Olga Mercedes
Alvarez, quien también es Codirectora de mi propuesta de trabajo y teniendo en

cuenta que las muestras de las pacientes a evaluar y los biomarcadores a
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determinar (Receptores Hormonales (Estrégenos y Progesterona) y HER-2/neu),
son los mismos, se toma la decision en comun acuerdo de aplicar el instrumento
de recoleccion de la informacion y el consentimiento informado y (Anexos L y M)
del proyecto madre a las pacientes reclutadas para mi proyecto, reemplazando asi
el consentimiento informado y la encuesta de recoleccion de datos inicialmente

pasada en este proyecto.
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| Anexo A

HER2

Solucion de Formol Bufferado

( Formaldehido, 35% - 40% 100 ml ¢
Agua destilada | 900 ml
Fosfato de Sodio monobésico 40g

Fosfato de Sodio dibasico (anhidro) 6.5g
Volumen total 1000 ml

B El tejido debe estar completamente sumergido en un
volimen de formol bufferado que sea de 15 - 20 veces su
propio volumen.

B Tejidos de mayor grosor deben cortarse para que el
formol penetre adecuadamente.

B Si el tejido requiere el estudio HER2 no debe permanecer
en formol bufferado por més de 24 horas.

Almacene en un
recipiente rotulado
claramente.

X Herceptin

Enfocado al incrementa de Ia vida
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Citrate Buffer For Heat-Induced Epitope Retrieval

INTENDED USE

For In Vitro Diagnostic Use

AVAILABILITY: Catalog # Volume
AP-9003-125 125 mi (10X)
AP-9003-500 500 mi (10X)

SPECIFICITY: N/A
ENZYME: N/A
CHROMOGEN/SUBSTRATE: N/A
=L EN/SUBSTRATE:

DESCRIPTION

Formaldehyde fixation impairs or totally destroys the immunoreactivity of many antigens and epitopes. The negative effect
of formaldehyde fixation can be reversed successfully with enzymatic digestion for some markers while not for others. Non-
enzymatic epitope unmasking techniques have been recently introduced to improve the immunoreactivity of many antigéns
in formaldehyde fixed tissues. Heat-Induced Epitope Retrieval (HIER) in citrate buffer has been reported to improve the
reactivity of many antibodies in formal-fixed tissues.

WARNINGS & PRECAUTIONS
———99 & PFRECAUTIONS
Refer to MSDS.

STORAGE & SHELF LIFE

Store at room temperature. Each component is stable for 18 months. This buffer contains no preservative. Store product at 2-
8°C for storage longer than 3 months.

MICROBIOLOGICAL STATE
— DL UGICAL STATE

Product(s) not sterile.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

N/A
SPECIMEN & REAGENT PREPARATION
=== & REAGENT PREPARATION
Refer to Procedure.

PROCEDURE

Supplied As: ! . -
Citrate buffer, pH 6.0. This is a 10X stock solution and should be diluted 10-fold with distilled water before use.

1 Place five-micron thick tissue sections on glass slides coated with poly L-lysine or APTES.

2. Deparaffinize and re-hydrate sections as usual. f :

3. Place slides in a Coplin jar containing 10mM sodium citrate buffer, pH 6.0; cover with a vented plastic wrap and place
the jar in a steamer (Black & Decker) for 20 minutes.

4 TakJe out the jar and(let the sections cool in the jar for 20 minutes at room temperature. THIS STEP IS VERY CRITICAL
AND SHOULD NOT BE AVOIDED.

5. Wash sections in buffer for 2x5 minutes.

6. Block endogenous peroxidase as usual.

7. Wash sections in buffer for 2x5 minutes.

8. Block non-specific sites with normal serum as usual.

Thermo Fisher Scientific c € Z:i?:;il:;sih:;lﬁgizgﬁc

Anatomical Pathology

93-96 Chadwick Road, Astmoor
46360 Fremont Blvd. - _ §

Fremont, CA 94538, USA “ Manufactured by_: Bm Rur?com, Clée;l;ggo\’(\)/A7 1PR, UK
Tel: 1-510-771-1560 LabVision Corporation Tel: 44-1928-

Fax: 44-1928-562627

Fooe 15107 119 370 Labvision uk@tharmafichar ram

http://www.thermo.com/labvision
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9. Place optimally diluted primary antibody on the sections (incubation time and temperature for a given set of
experimental conditions should be determined by the investigator).

10. Wash sections in buffer for 2x5 minutes.
11. Rest of the procedure is same as routinely performed in your laboratory.

Suggested Working Dilution:
Immunohistology: 1:10 with distilled water.

Suggested Test Size:
It is recommended that at least 75 ml of Citrate buffer should be used for 12 slides.

REFERENCES
N/A
TROUBLESHOOTING

Please contact Thermo Fisher Scientific Technical Support by phone (1-510-991-2800 or 1-800-828-1628) or by email
(lab.reagents@thermofisher.com).

Thermo Fisher Scientific c € Thermo Fisher Scientific

Anatomical Pathology Anatomical Pathology

46360 Fremont Blvd. 93-96 Chadwick Road, Astmoor
Fremont, CA 94538, USA ‘ Manufactured by: Runcorn, Cheshire WA7 1PR, UK
Tel: 1-510-771-1560 LabVision Corporation Tel: 44-1928-562600

Fax: 1-510-771-1570 Fax: 44-1928-562627
http://www.thermo.com/labvision Labvision uk@thermofisher com

126



Thermo

S EEINCTEE LG

Hydrogen Peroxide Block

INTENDED USE

For In Vitro Diagnostic Use

AVAILABILITY: Catalog #
TA-060-HP
TA-125-HP
SPECIFICITY: N/A
ENZYME: ] N/A
CHROMOGEN/SUBSTRATE: N/A

DESCRIPTION

. Anexo C

Volume
60 m’
125 wil

INSTRUCTIONS FOR USE
TA-XXX-HP

Rev 121503E

Page 1 of 1

Hydrogen Peroxide Block has been formulated for use with immunohistochemical techniques. It is designed to quench
endogenous peroxidase that can cause nonspecific background staining in enzyme labeling methods. Peroxidase within red

blood cells may be difficult to quench entirely.

WARNINGS & PRECAUTIONS

Refer to MSDS.

STORAGE & SHELF LIFE

Store at 2-8°C. Product is stable for 18 months from date of manufacture.

MICROBIOLOGICAL STATE

Product(s) not sterile.
MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
N/A

SPECIMEN & REAGENT PREPARATION

Refer to Procedure.

PROCEDURE

Hydrogen Peroxide Block may be applied after the sections have been deparaffinized and rehydrated. The application must
occur prior to the primary antibody incubation. Incubate tissue section for 10-15 minutes at room temperature or 37°C. After

incubation, rinse twice in buffer.

For bulk staining, pour Hydrogen Peroxide Block in a covered staining tray and dip slides for 5-10 minutes. Replace with fresh
Hydrogen Peroxide Block after 5-10 uses. This step can be performed at the time of deparaffinization.

REFERENCES
N/A

TROUBLESHOOTING

Please contact Thermo Fisher Scientific Technical Support by phone (1-510-991-2800 or 1-800-828-1628) or by email

(lab.reagents@thermofisher.com).

Thermo Fisher Scientific

Anatomical Pathology

47777 Warm Springs Blvd.

Fremont, CA 94539, USA “

ce [=]

Manufactured by:

Tel: 1-510-991-2800 LabVision Corporation

Fax: 1-510-991-2826

httn-//arany thermo cam/labvision
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Anexo D |
Thermo R Thermo e Sty D

SCIENTIFIC i s SCIENTIFIC gy
1. PRODUCT INFORMATION 8 s/
Product: Uitra V Block: Eye Protection ‘Wear goggles or safety glasses. Use eyewash if necassary.
Skin Protection: ‘Wear latex or vinyl gioves. Wash hands thoroughly afler handiing.
Catalog #: TAXXX-UB Respiratory Protection: Wear respirator and avoid
Ventitaton: Use in laboratory.
Included in the following kits:  All UltraVision, UltraVision Plus, UltraVision LP/LPValue, and UltraVision Ona kits Other Protective Equipment  Use lab coat to prevant contact with skin and clothing.
2. 8. AND
Component CAS Ne. Percent Appearance: Clear
Sodium Azide 26628-2-8 0.1% Odor: ;&:cﬂw
pH: i
of consists of Boiing point: 4008 C
Flash point: NA
3. HAZARDS IDENTIFICATION
10. STABILITY AND REACTIVITY
Sodium Azide is highly toxic. Direct contact sy of solution with skin may cause local dermalitis, Sodium Azide in solution is & e
re: breaks in the and cause effacts, the most 2 ' Ionit
adily absorbed through o may systermic common baing hypotension and Stability: o M.m:mm : e -
incompatible materials.

Hazardous decomposition: NA
4. FIRST AID MEASURES

Seek medical attention Immediately 11. TOXICOLOGICAL INFORMATION
Eye Contact: Flush eyes with copious amounts of water for at least 15 minutes. Assure adequate flushing by
separating eyelids with fingers. To the best of our knowledge, the chemical. physical, and toxicological properfies of this material have not been
Skin Contact Remove contaminated clothing and shoes. Flush skin with copious amounts of waer for at least 15 tharoughly investigated.
cantaminated clothing before rmuse.
Ingestion: Wash out mouth with water provided person is conscious. Do not give anything by mouth if victim s
Contact control center.

12. ECOLOGICAL INFORMATION
No information available at this tme

unconscious. local 3
Inhalation: Remove victim to fresh air. If not breathing, give artificial respiration. If breathing is difficult, give oxygen.

5. FIREFIGHTING MEASURES
13. DISPOSAL CONSIDERATIONS

Media: g agents for areas as per user's firefighting
fprevention pian. in accordance Iocal environmental
Fire o : NA Dispose with all applicable federal, state, and regulations.
area if possible. Do not scatter spilled material with more water than needed for fire conrol. Avoid breathing 14 TRANRPORY IEORMATION
‘hazardous vapors.

Please see product label 1o ensure proper such as

6. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

Wear parsonal prolective squipmant, such as rubber gloves and boots, respirators, and goggles to pravent contact with
self and others. Use paper towels or absorbent matarials o absorb spils.

15. REGULATORY INFORMATION
No information available at this time.

7. HANDLING AND STORAGE 16. OTHER INFORMATION
See Section 8.
See Instructions For Use.
53.96 Chadwick Road, Astmoor 47777 Warm Springs Bivd. 93-96 Chadwick Road, Astmacr
o Menslcured by Runcom. Cheshire WA IPR, UK Fremant, CA 94339, USA o Mesutscrued by: Runcorn, Cheshire WA7 [PR. UK.
LabVisien Corporation Tel 44-1928-362600 Tet 1-510-991.2800 LabVisioa Corporation Tek 44-1928-562600
Fax: 44.1928-362627 Fax: 1-510-991-2826 Fax: 44-1928-562627

Thermo B

0826060
SICLENTIFIC Rgea s
mmmbumq mmummdwmw- no representations,
warranbies, or assurances as o the accuracy or completeness of information provided on our data sheels and website.
o‘-mumhmmmuahum Lab Vision is not isble for any property damage,

personal injury, time or effort, or economic loss caused by our products.

N/A = Not Avallable

47777 Warm Springs Bivd. 93-96 Chadwick Road.
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Large Volume UltraClean Diluent

INTENDED USE

For In Vitro Diagnostic Use

AVAILABILITY: Catalog # Volume
TA-125-UC - 125wl

SPECIFICITY: N/A

ENZYME: N/A

CHROMOGEN/SUBSTRATE: N/A

DESCRIPTION

UltraClean Diluent is prepared for use in immunochemical procedures. Most antibodies can be diluted directly in this reageni
and can be stored for 18 months when refrigerated in most instances. This unique formula inhibits background staining on
most tissue and with most antibodies. It should not, however replace blocking reagents.

WARNINGS & PRECAUTIONS

Refer to MSDS.

STORAGE & SHELF LIFE

Store at 2-8°C. Product is stable for 24 months from the date of manufacture.

MICROBIOLOGICAL STATE

Product(s) not sterile.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
N/A

SPECIMEN & REAGENT PREPARATION

Refer to Procedure.

PROCEDURE

Dilute antibody directly in this reagent.
REFERENCES

N/A

TROUBLESHOOTING

Please contact Thermo Fisher Scientific Technical Support by phone (1-510-991-2800 or 1-800-828-1628) or by email
(lab.reagents@thermofisher.com).

Thermo Fisher Scientific c € Thermo Fisher Scientific

Anatomical Pathology Anatomical Pathology

47777 Warm Springs Blvd. 93-96 Chadwick Road, Astmoor
Fw{!lom, CA 94539, USA H Manufactured by: Runcomn, Cheshire WA7 1PR, UK
Tel: 1-510-991-2800 I abVision Corporation Tel: 44-1928-562600

Fax: 1-510-991-2826 Fax: 44-1928-562627

http://www.thermo.com/labvision Labvision.uk@thermofisher.com
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Estrogen Receptor (Clone SP1)

Rabbit Monoclonal Antibody

Cat. #RM-9101-S0, -S1, or -S (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml Supernatant)

Cat. #RM-9101-R7 (7.0ml) (Ready-to-Use for Immunohistochemical Staining)

Cat. #RM-9101-F0, -F1, or -F (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml) (FITC-Conjugated Antibody)
at. #RM-9101-PCL (0.1ml) (Positive Control for Western Blot)

Description:

Clone SP1 recognizes a protein of 67kDa, which is
identified as estrogen receptor (ER) alpha. The ER
gene consists of more than 140kb of genomic DNA
divided into 8 exons, being translated into a protein
with six functionally discrete domains, labeled A
through F. This antibody strongly stains the nucleus
of epithelial cells in breast carcinomas. The ER is an
important regulator of growth and differentiation in
the mammary gland. Presence of ER in breast tumors
indicates an increased likelihood of response to anti-
estrogen (e.g. tamoxifen) therapy.

Comments: Clone SP1 is excellent for staining of
formalin/paraffin with no special pretreatment.

Mol. Wt. Of Antigen: 67kDa

Epitope: C-terminus

Ig Isotype: Rabbit I1gG

Species Reactivity: Human, Mouse, and Hamster.
Others not tested.

Clone Designation: SP1

Immunogen:

Synthetic peptide derived from C-terminal of human
estrogen receptor.

Applications and Suggested Dilutions:

e Immunofluorescence (not verified)

e Flow Cytometery (not verified)

e  Western Blotting (1:200-1:500)

e  Immunohistology (Formalin/paraffin)

Use Ab 1:100 - 1:400 for 30 min with LV’s

UltraVision

*  Staining of formalin-fixed tissues REQUIRES boiling
tissue sections in 10mM citrate buffer, pH 6.0, (Cat.
#AP-9003), for 10-20 min followed by cooling at RT
for 20 min.]

The optimal dilution for a specific application should
be determined by the investigator.

Positive Control: Breast carcinomas, MCF-7
Cellular Localization: Nuclear

Tissue culture supernatant with 15mM sodium azide.
or

Prediluted antibody which is ready-to-use fo1

immunohistochemical staining.

Storage and Stability:

Store vial at 4°C. When stored at 2-8°C, this antibody
is stable for 24 months. FITC-conjugated antibody is
stable for 24 months when stored at below 0°C.

Formalin-ﬁx. paraffin-embedded human breast carcinoma
stained with Estrogen Receptor (Cat.#RM-9101-S) using
peroxidase-conjugate and AEC. Note nuclear staining of tumor
cells

References:

1. Cano G., et al. Estimation of Hormone Receptor
Status in Fine-Needle Aspirates and Paraffin-
embedded Sections from Breast Cancer Using the
Novel Rabbit Monoclonal antibodies SP1 and SP2.
Diagn Cytopathol, 2003 Oct; 29(4): 207 -11

2. Huang Z., et al. Novel Rabbit Monoclonal
Antibody to Estrogen Receptor (Clone SP1): No Heat
Pretreatment But Effective on Paraffin-embedded
Tissue. (In press) Applied Immunohistochemistry &
Molecular Morphology, USA 2004

Limitations and Warranty:

Our products are intended FOR RESEARCH USE
ONLY and are not approved for clinical diagnosis,
drug use or therapeutic procedures. No products are
to be construed as a recommendation for use in
violation of any patents. We make no representations,

Supplied As: warranties or assurances as to the accuracy or
Thermo Fisher Scientific Thermo Fisher Scientific
Anatomical Pathology Anatomical Pathology
46360 Fremont Blvd. u Manudaceued by: 93-96 Chadwick Road, Astmoor
Fremont, CA 94538, USA NeoMadker Runcorn, Cheshire WA7 1PR, UK

Tel: 1-510-771-1560
Fax: 1-510-771-1570
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Estrogen Receptor (Clone SP1)

Rabbit Monoclonal Antibody

Cat. #RM-9101-S0, -S1, or -S (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml Supernatant)

Cat. #RM-9101-R7 (7.0ml) (Ready-to-Use for Immunohistochemical Staining)

Cat. #RM-9101-F0, -F1, or -F (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml) (FITC-Conjugated Antibody)
at. #RM-9101-PCL (0.1ml) (Positive Control for Western Blot)

completeness of information provided on our data
sheets and website. Our warranty is limited to the
actual price paid for the product. NeoMarkers is not
liable for any property damage, personal injury, time
or effort or economic loss caused by our products.

Material Safety Data:

This product is not licensed or approved for administration to
humans or to animals other than the experimental animals.
Standard Laboratory Practices should be followed when handling
this material. The chemical, physical, and toxicological properties
of this material have not been thoroughly investigated.
Appropriate measures should be taken to avoid skin and eye
contact, inhalation, and ingestion. The material contains 0.09%
sodium azide as a preservative. Although the quantity of azide is
very small, appropriate care should be taken when handling this
material as indicated above. The National Institute of
Occupational Safety and Health has issued a bulletin citing the
potential explosion hazard due to the reaction of sodium azide
with copper, lead, brass, or solder in the plumbing systems.
Sodium azide forms hydrazoic acid in acidic conditions and
should be discarded in a large volume of running water to avoid
deposits forming in metal drainage pipes.

For Research Use Only

Thermo Fisher Scientific Thermo Fisher Scientific
Anatomical Pathology Anatomical Pathology

46360 Fremont Blvd. u Manifctned By 93-96 Chadwick Road, Astmoor
Fremont, CA 94538, USA NeoMarkers Runcom, Cheshire WA7 1PR, UK
Tel: 1-510-771-1560 For Tel: 44-1928-562600

Fax: 1-510-771-1570 ] Lab Vision Corporation Fax: ‘_14_-1928-562627

httn*//swww therma com/lahvicion T aheicinm o L-Ahamesafichac Anoe

131



Thermo

SHICHENYTI'F L C

IvD DATA SHEE1
Rev 0903091

Estrogen Receptor (SP1)
Catalog # RM-9101-S0, -S1, or -S (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml)

Catalog # RM-9101-R7 (7.0ml)
INTENDED USE:
e  For In Vitro Diagnostic Use:

e Description:

e Expected Staining Pattern:
 Positive Control:

MATERIALS PROVIDED:

This product is intended for qualitative immunohistochemistry with normal and neoplastic
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections, to be viewed by light microscopy.

Recognizes a protein of 67kDa, which is identified as estrogen receptor (ER) alpha. The ER
gene consists of more than 140kb of genomic DNA divided into 8 exons, being translated into a
protein with six functionally discrete domains, labeled A through F. This antibody strongly
stains the nucleus of epithelial cells in breast carcinomas. The ER is an important regulator of
growth and differentiation in the mammary gland. Presence of ER in breast tumors indicates an
increased likelihood of response to anti-estrogen (e.g. tamoxifen) therapy.

Nuclear
breast CA, MCF-7 cells

Estrogen Receptor (SP1) (refer to catalog number):

e #RM-9101-S (or -S0, -S1):
or
e #RM-9101-R7:

Antibody Concentration:
Host:

Epitope:

Species Reactivity:
Clone Designation:

Ig Isotype / Light Chain:
Immunogen:
Microbiological State:

Tissue culture supernatant, concentrated, with 0.09% Sodium Azide.

(7.0ml) of antibody prediluted in 0.06mol/L Tris-HCI, pH 7.6 containing stabilizing protein and
0.015mol/L sodium azide.

Not known

Rabbit

C-terminus

Human, Mouse, and Hamster. Others not tested.

SP1

Rabbit IgG

Synthetic peptide derived from C-terminal of human estrogen receptor.
This product is not sterile.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED:

e  Antibody Diluent:

. Negative Control Reagent:
. Visualization System:

METHODS AND PROCEDURES:

For concentrated antibodies, the antibody must be diluted before using. Use Lab Vision
Antibody Diluent (catalog # TA-125-UD). Refer to diluent product instructions for use.

Refer to the “General Protocol” instructions.
Refer to the “General Protocol” instructions.

Specimen Preparation

Refer to the “General Protocol” instructions.

Dilution of Concentrated Antibody 1:100 - 1:400 in antibody diluent

Tissue Section Pretreatment

Staining of formalin-fixed tissues REQUIRES boiling tissue sections in 10mM citrate
buffer,pH 6.0, (Cat. #AP-9003), for 10-20 min followed by cooling at RT for 20 min.]

Primary Antibody Incubation Time 30 min at Room Temperature

Visualization

To detect antibody, follow the instructions provided with the visualization system.

STORAGE and STABILITY:

This product contains sodium azide and is stable for 24 months when stored at 2-8°C. Do not use after expiration date indicated on
label of the product. If reagent is not stored as recommended, performance must be validated by the user.

REFERENCES:

1) Cano G, et al. Estimation of Hormone Receptor Status in Fine-Needle Aspirates and Paraffin-embedded Sections from
Breast Cancer Using the Novel Rabbit Monoclonal antibodies SP1 and SP2. Diagn Cytopathol, 2003 Oct; 29(4): 207 -11

2) Huang Z., et al. Novel Rabbit Monoclonal Antibody to Estrogen Receptor (Clone SP1 ): No Heat Pretreatment But Effective
on Paraffin-embedded Tissue. (In press) Applied Immunohistochemistry & Molecular Morphology, USA 2004

Thermo Fisher Scientific
Anatomical Pathology
46360 Fremont Blvd..
Fremont, CA 94538, USA
Tel: 1-510-771-1560
Fax: 1-510-771-1570

c € Thermo Fisher Scientific

Anatomical Pathology
93-96 Chadwick Road, Astmoor
M“;“f“:dt“’l‘:d oY; Runcorn, Cheshire WA7 1PR, UK
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For Fax- 44-1978-567627
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Progesterone Receptor (Clone SP2)

Rabbit Monoclonal Antibody

Cat. #RM-9102-S0, -S1, or -S (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml Supernatant)
Cat. #RM-9102-R7 (7.0ml) (Ready-to-Use for Immunohistochemical Staining)
at. #RM-9102-PCL (0.1ml) (Positive Control for Western Blot)

Description:

The progesterone receptor (PgR) is an estrogen-
regulated protein. It has been proposed that
expression of PgR determination indicates a
responsive estrogen receptor (ER) pathway, and
therefore, may predict likely response to endocrine
therapy in human breast cancer. A number of studies
have shown that PgR determination provides
supplementary information to ER, both in predicting
response to endocrine therapy and estimating
survival. PgR has proved superior to ER as a
prognostic indicator in some studies.

Comments: Clone SP2 is excellent for staining of
formalin/paraffin with no special pretreatment.

Mol. Wt. Of Antigen: 116kDa+81kDa
Epitope: 412-526aa

Ig Isotype: Rabbit IgG

Species Reactivity: Human. Others not tested.
Clone Designation: SP2

Immunogen:
Recombinant protein encoding human progesterone
receptor 412-526 aa.

Applications and Suggested Dilutions:

e  Western Blotting (1:25)

e  Immunohistology (Formalin/paraffin)

Use Ab 1:100 to 1:400 for 30 min with LV’s

UltraVision

*  [Staining of formalin-fixed tissues is enhanced by
boiling tissue sections in 10mM citrate buffer,
pH 6.0 for 10-20 min followed by cooling at RT
for 20 min.]

The optimal dilution for a specific application should
be determined by the investigator.

Positive Control: Breast carcinomas, T47D cells

Cellular Localization: Nuclear

Prediluted antibody which is

immunohistochemical staining.

Storage and Stability:
Store vial at 4°C. When stored at 2-8°C, this antibody
is stable for 24 months.

ready-to-use for

E L9
Human breast ca stained with anti-PR (cat#RM-9102) and DAB
chromagen. Note strong nuclear staining of tumor cells.

References:

1. Novel rabbit monoclonal antibody to progesterone
receptor (Clone SP2): No heat pretreatment but
effective on paraffin-embedded tissue. Huang Z., et al.
(Submitted) Applied Immunohistochemistry and
Molecular Morphology.

2. Cano, G, et. al. Estimation of Hormone Receptor
Status in fine-Needle Aspirates and Paraffin-embedded
sections from Breast Cancer Using the Novel Rabbit
Monoclonal antibodies SP1 and SP2. Diagn
Cytopathol, 2003 Oct; 29(4):207-211.

Limitations and Warranty:

Our products are intended FOR RESEARCH USE ONLY and are
not approved for clinical diagnosis, drug use or therapeutic
procedures. No products are to be construed as a recommendation
for use in violation of any patents. We make no representations,
warranties or assurances as to the accuracy or completeness of
information provided on our data sheets and website. Our warranty
is limited to the actual price paid for the product. NeoMarkers is
not liable for any property damage, personal injury, time or effort
or economic loss caused by our products.

Material Safety Data:

This product is not licensed or approved for administration to
humans or to animals other than the experimental animals.
Standard Laboratory Practices should be followed when handling
this material. The chemical, physical, and toxicological properties
of this material have not been thoroughly investigated.
Appropriate measures should be taken to avoid skin and eye
contact, inhalation, and ingestion. The material contains 0.09%

Supplied As:Tissue culture supernatant with sodium alzlide as a [{r&servativc}:]. All(tih(l;ugh l:he ql;lantitg o;'l?zidehl:s
M . . very small, appropriate care shoul e taken when handling this
L sodium azide. material as indicated above. The National Institute of
or Occupational Safety and Health has issued a bulletin citing the
Thermo Fisher Scientific Thermo Fisher Scientific
Anatomical Pathology Anatomical Pathology
46360 Fremont Blvd. “ Manufactured by: 93-96 Chadwick Road, Astmoor
Fremont, CA 94538, USA NeoMarkers Runcom, Cheshire WA7 1PR, UK
Tel: 1-510-771-1560 For Tel: 44-1928-562600

Fax: 1-510-771-1570

httn-//wana therma coam/lahvician

Lab Vision Corporation
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Progesterone Receptor (Clone SP2)

Rabbit Monoclonal Antibody

Cat. #RM-9102-S0, -S1, or -S (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml Supernatant)

Cat. #RM-9102-R7 (7.0ml) (Ready-to-Use for Immunohistochemical Staining)
at. #RM-9102-PCL (0.1ml) (Positive Control for Western Blot)

potential explosion hazard due to the reaction of sodium azide
with copper, lead, brass, or solder in the plumbing systems.
Sodium azide forms hydrazoic acid in acidic conditions and
should be discarded in a large volume of running water to avoid
deposits forming in metal drainage pipes.

For Research Use Only

Thermo Fisher Scientific Thermo Fisher Scientific
Anatomical Pathology Anatomical Pathology
46360 Fremont Blvd. “ Manufactured by: 93-96 Chadwick Road, Astmoor
Fremont, CA 94538, USA NeoMarkers Runcom, Cheshire WA7 1PR, UK
Tel: 1-510-771-1560 For ;l:"el: ‘:‘:- 11992288-55%2266(;07

: 1-510-771- iS4 i ax: 44- -
S Lo Vi Comorsion o
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Progesterone Receptor (SP2)
Catalog # RM-9102-S0, -S1, or -S (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml)

Catalog # RM-9102-R7 (7.0ml)
INTENDED USE:
e  For In Vitro Diagnostic Use:

e Description:

* Expected Staining Pattern:
e Positive Control:

MATERIALS PROVIDED:

This product is intended for qualitative immunohistochemistry with normal and neoplastic
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections, to be viewed by light microscopy.

The progesterone receptor (PgR) is an estrogen-regulated protein. It has been proposed that
expression of PgR determination indicates a responsive estrogen receptor (ER) pathway, and
therefore, may predict likely response to endocrine therapy in human breast cancer. A number
of studies have shown that PgR determination provides supplementary information to ER, both
in predicting response to endocrine therapy and estimating survival. PgR has proved superior
to ER as a prognostic indicator in some studies.

Nuclear

breast CA, T47D cells

Progesterone Receptor (SP2) (refer to catalog number):

* #RM-9102-S (or -S0, -S1):
or
e #RM-9102-R7:

Antibody Concentration:
Host:

Epitope:

Species Reactivity:
Clone Designation:

Ig Isotype / Light Chain:
Immunogen:
Microbiological State:

Tissue culture supernatant, concentrated, with 0.09% Sodium Azide.

(7.0ml) of antibody prediluted in 0.05mol/L Tris-HCI, pH 7.6 containing stabilizing protein and
0.015mol/L sodium azide.

Not known

Rabbit

412-526aa

Human. Others not tested.

SP2

Rabbit IgG

Recombinant protein encoding human progesterone receptor 412-526 aa.
This product is not sterile.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED:

e  Antibody Diluent:

*  Negative Control Reagent:
. Visualization System:

METHODS AND PROCEDURES:

For concentrated antibodies, the antibody must be diluted before using. Use Lab Vision
Antibody Diluent (catalog # TA-125-UD). Refer to diluent product instructions for use.

Refer to the “General Protocol” instructions.
Refer to the “General Protocol” instructions.

Specimen Preparation

Refer to the “General Protocol” instructions.

Dilution of Concentrated Antibody 1:100-1:400 in antibody diluent

Tissue Section Pretreatment

Staining of formalin-fixed tissues is enhanced by boiling tissue sections in 10mM citrate
buffer, pH 6.0 for 10-20 min followed by cooling at RT for 20 min.

Primary Antibody Incubation Time 30 minutes at Room Temperature

Visualization

To detect antibody, follow the instructions provided with the visualization system.

STORAGE and STABILITY:

This product contains sodium azide and is stable for 24 months when stored at 2-8°C. Do not use after expiration date indicated on
label of the product. If reagent is not stored as recommended, performance must be validated by the user.

REFERENCES:

1) Novel rabbit monoclonal antibody to progesterone receptor (Clone SP2): No heat pretreatment but effective on paraffin-
embedded tissue. Huang Z., et al. (Submitted) Applied Immunohistochemistry and Molecular Morphology.

2) Cano, G., et. al. Estimation of Hormone Receptor Status in fine-Needle Aspirates and Paraffin-embedded sections from
Breast Cancer Using the Novel Rabbit Monoclonal antibodies SP1 and SP2. Diagn Cytopathol, 2003 Oct; 29(4):207-211.

Thermo Fisher Scientific
Anatomical Pathology
46360 Fremont Blvd..
Fremont, CA 94538, USA
Tel: 1-510-771-1560
Fax: 1-510-771-1570
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c-erbB-2 /| HER-2 / neu (Clone SP3)

Rabbit Monoclonal Antibody

Cat. #RM-9103-S0, -S1, or -S (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml Supernatant)
Cat. #RM-9103-R7 (7.0ml) (Ready-to-Use for Inmunohistochemical Staining)

Description:

c-erbB-2 is a receptor tyrosine kinase of the c-erbB
family. It is closely related instructure to the
epidermal growth factor receptor. c-erbB-2
oncoprotein is detectable in a proportion of breast
and other adenocarconomas, as well as transitional
cell carcinomas. In the case of breast cancer,
expression determined by immunohistochemistry has
been shown to be associated with poor prognosis.

Comments: Clone SP3 is excellent for staining of
formalin/paraffin.

Mol. Wt. Of Antigen: 185kDa

Epitope: Extracellular domain

Ig Isotype: Rabbit IgG

Species Reactivity: Human. Others not tested.
Clone Designation: SP3

Immunogen:
Recombinant protein encoding extracellular domain
of human c-erbB2

Applications and Suggested Dilutions:

e Immunohistology (Formalin/paraffin)

(Use Ab 1:100 for 30 min with LV’s UltraVision)
[Staining of formalin-fixed tissues requires boiling
tissue sections in 10mM citrate buffer, pH 6.0 for 10-
20 min followed by cooling at RT for 20 min.]

The optimal dilution for a specific application should
be determined by the investigator.

Positive Control: Breast carcinomas

Cellular Localization: Cell membrane

Supplied As:

Tissue culture supernatant with 15mM sodium adize.
or

Prediluted antibody which is ready-to-use for

immunohistochemical staining.

Storage and Stability:Store vial at 4°C. When
stored at 2-8°C, this antibody is stable for 24 months.

Breast caiioma stained with 3
anti-c-erbB2 (clone SP3) Cat#RM-9103-S

Limitations and Warranty:

Our products are intended FOR RESEARCH USE
ONLY and are not approved for clinical diagnosis,
drug use or therapeutic procedures. No products are
to be construed as a recommendation for use in
violation of any patents. We make no representations,
warranties or assurances as to the accuracy or
completeness of information provided on our data
sheets and website. Our warranty is limited to the
actual price paid for the product. NeoMarkers is not
liable for any property damage, personal injury, time
or effort or economic loss caused by our products.

Material Safety Data:

This product is not licensed or approved for administration to
humans or to animals other than the experimental animals.
Standard Laboratory Practices should be followed when handling
this material. The chemical, physical, and toxicological properties
of this material have not been thoroughly investigated.
Appropriate measures should be taken to avoid skin and eye
contact, inhalation, and ingestion. The material contains 0.09%
sodium azide as a preservative. Although the quantity of azide is
very small, appropriate care should be taken when handling this
material as indicated above. The National Institute of
Occupational Safety and Health has issued a bulletin citing the
potential explosion hazard due to the reaction of sodium azide
with copper, lead, brass, or solder in the plumbing systems.
Sodium azide forms hydrazoic acid in acidic conditions and
should be discarded in a large volume of running water to avoid
deposits forming in metal drainage pipes.

For Research Use Only

Thermo Fisher Scientific

Anatomical Pathology

46360 Fremont Blvd. “
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c-erbB-2 / HER-2 / neu

Catalog # RM-9103-S0, -S1, or -S (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml)
Catalog # RM-9103-R7 (7.0ml)
INTENDED USE:
e  ForIn Vitro Diagnostic Use: This product is intended for qualitative immunohistochemistry with normal and neoplastic
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections, to be viewed by light microscopy.
e Description: c-erbB-2 is a receptor tyrosine kinase of the c-erbB family. It is closely related instructure to the
epidermal growth factor receptor. c-erbB-2 oncoprotein is detectable in a proportion of breast
and other adenocarconomas, as well as transitional cell carcinomas. In the case of breast

cancer, expression determined by immunohistochemistry has been shown to be associated
with poor prognosis.

e Expected Staining Pattern:  Cell membrane

e Positive Control: breast CA
MATERIALS PROVIDED:
c-erbB-2 / HER-2 / neu (refer to catalog number):
e #RM-9103-S (or -S0, -S1): Tissue culture supernatant, concentrated, with 0.09% Sodium Azide.
or
e #RM-9103-R7: (7.0ml) of antibody prediluted in 0.05mol/L Tris-HCI, pH 7.6 containing stabilizing protein and
0.015mol/L sodium azide.
e  Antibody Concentration: Not known
. Host: Rabbit
. Mol. Wt. of Antigen: 185kDa
. Epitope: Extracellular domain
e  Species Reactivity: Human. Others not tested.
. Clone Designation: SP3
e IgIsotype / Light Chain: Rabbit IgG
. Immunogen: Recombinant protein encoding extracellular domain of human c-erbB2
. Microbiological State: This product is not sterile.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED:
e Antibody Diluent: For concentrated antibodies, the antibody must be diluted before using. Use Lab Vision
Antibody Diluent (catalog # TA-125-UD). Refer to diluent product instructions for use.
e  Negative Control Reagent:  Refer to the “General Protocol” instructions.

e  Visualization System: Refer to the “General Protocol” instructions.

METHODS AND PROCEDURES:
Specimen Preparation Refer to the “General Protocol” instructions.
Dilution of Concentrated Antibody 1:100 in antibody diluent

Staining of formalin-fixed tissue sections requires treating the tissue sections in boiling

Tissue Section Pretreatment 10mM citrate buffer, pH 6.0 (Lab Vision catalog # AP-9003), for 10-20 minutes followed by
cooling at room temperature for 20 min.

Primary Antibody Incubation Time 30 minutes at Room Temperature

Visualization To detect antibody, follow the instructions provided with the visualization system.

STORAGE and STABILITY:
This product contains sodium azide and is stable for 24 months when stored at 2-8°C. Do not use after expiration date indicated on
label of the product. If reagent is not stored as recommended, performance must be validated by the user.

Thermo Fisher Scientific c € Thermo Fisher Scientific

Anatomical Pathology Anatomical Pathology

46360 Fremont Blvd.. 93-96 Chadwick Road, Astmoor
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UltraVision LPValue Large Volume Detection System
HRP Polymer (Ready-To-Use)

INTENDED USE
For In Vitro Diagnostic Use

AVAILABILITY: Catalog # Slide Yolume
TL-060-HLS 300-600 slides

TL-125-HLS 625-1250 slides

SPECIFICITY: Anti-Mouse IgG (H+L), Anti-Rabbit IgG (H+L)

ENZYME: Peroxidase

CHROMOGEN/SUBSTRATE: None provided

REAGENTS

Qty. | Component TL-060-HLS TL-125-HLS

1 Ultra V Block TA-060-UB TA-125-UB
1 Value Primary Antibody Enhancer TL-060-PBS TL-125-PBS
1 Value HRP Polymer TL-060-PHS TL-125-PHS

(The three-digit number in the middle of each Catalog # designates the reagent volume in mL or number of tablets.)
DESCRIPTION

UltraVision LPValue is the latest technology in polymeric labeling. Polymer detection methods have been shown to provide
increased sensitivity and detection simplicity. This third-generation polymer system is composed of smaller polymer subunits
that minimize conflicts in binding the target protein. Decreased binding conflicts result in more consistent staining and better -
signal amplification.” Ultimately, this gives the user higher sensitivity and antibody efficiency.? With UltraVision LPValue,
you use less antibody and obtain better signal-to-noise ratios. . UltraVision LPValue is also biotin-free, which eliminates
background staining found with traditional biotin-based detection methods.

PRINCIPLE OF THE PROCEDURE

This UltraVision detection system detects a specific mouse IgG or rabbit IgG antibody bound to an antigen in tissue sections.
The specific antibody is located by a universal secondary antibody formulation conjugated to an enzyme-labeled polymer
that recognizes mouse and rabbit immunoglobulins. The polymer complex is then visualized with an appropriate
substrate/chromogen.

WARNINGS & PRECAUTIONS

Refer to MSDS. *

STORAGE & SHELF LIFE

Store at 2-8°C. Each component is stablg for 18 months.

$
MICROBIOLOGICAL STATE 4

Product(s) not sterile.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Primary antibody. Diluent.
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I INFORMATION
Product HRP Polymer
Catalog #: TLXOXK-PHS
Included in the following Kits:  TLXXX-HAS, TL-XXX-HDS, TLXXCHLS
LS
_Component ___ CAS No.
2-Methyl-4-isohiazolin-3-one 2682204 0%

3. HAZARDS IDENTIFICATION
used in this product may include skin, eye, Mucous membrane and
upper respiratory tract mmm: allergic reactions are possible in sensitive individuals. Iitant 1o eyes,
respiratory system, and skin.

4. FIRST AID MEASURES

Seek madical attention immediately.

Eye Cantact: Flush eyes with coplous amounts of water for at least 15 minutes. Assure adequate flushing by
Separatig eyokds wth Srgars.

Siin Contact. Remove contaminaled codhing and shoes. Flush skin with copious amounts of water for at least 15
minutes. contaminated

Ingestion: mmmmwmmum Do not give anything by mouth i victim is

unconscious. Contact conlrol canter.
Inhatation: R-n-w-\ddmhtlﬂulr I not breathing, give artificial respiration. If breathing is difficuft, give oxygen.

5. FIREFIGHTING MEASURES
Extinguishing Media; Extinguish using suitable agenls appropriate for surrounding areas as per user’s firafighting

prevention plan.

Fira and Explosion Hazards: Emits loxic fumes under fire conditions. Thermal decomposition, such as that in fire
may produce toxic fumes of hydrogen chioride, axides of nitrogen, and sulfur.

Firafighting Procadures: Wear seli-contained braathing apparatus and protective clothing. Move container from re

area if possible. Do not scatter spiled matarial with more water than needed for fire control. Avoid breathing
hazardous vapors.

6. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

Wear parsonal profectve equipment, such as rubber gloves and books, and goggles to pravent
self and others. Usa paper towels or absorbent materials to absorb spils.

7. HANDLING AND STORAGE

Handiing: See Section 8.
47777 Warm Springs Bivi. [EI=] 26 Chuivicrhost Armes
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NIA = Not Available
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Storage: See Instructions For Use.
a s
Eye Protection: Wear goggles or safety Use eyewash f nocessary
Wear latex or gloves. Wash thoroughly after handling.
Respiratory ‘Wear respirator and avoid
Ventilation: Use in well-ventiated laboratory.
Other Protective Usa lab coat to prevent skin and clothing
8. AND 'ROP
Appearanca: Clear, light yellow liquid
Odor: No odor
pH: NA
Bolling point: NA
Flash point: NA

11. TOXICOLOGICAL INFORMATION
To the best of our knowledge, the chemical, physical, and toxicological properties of this material have not been

12. ECOLOGICAL INFORMATION
No information available at this tme.

13. DISPOSAL CONSIDERATIONS
Disposae in accordance with all applicable federal, state, and local environmental regutations.

14. TRANSPORT INFORMATION

Please see to ansure proper such as.

15. REGULATORY INFORMATION

No information available at this me.

16. OTHER INFORMATION

Anstomical Pubology, Anstomical Pathology
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DAB Plus Substrate System

INTENDED USE

For In Vitro Diagnostic Use

AVAILABILITY: Catalog # Volume
TA-060-HDX 2 ml DAB Plus Chromogen (TA-002-HCX)
(600 slides) 60 ml DAB Plus Substrate (TA-060-HSX)

TA-125-HDX 4 ml DAB Plus Chromogen (TA-004-HCX)
(1250 slides) 125 ml DAB Plus Substrate (TA-125-HSX)

DESCRIPTION

3,3' Diaminobenzidine (DAB) is a widely used chromogen for immunohistochemical staining and immunoblotting. In the
presence of peroxidase enzyme, DAB produces a brown precipitate that is insoluble in alcohol. This product is available in a
two component form consisting of a liquid, refrigerator stable DAB Plus Chromogen and DAB Plus Substrate. The standard
working dilution is 20 pl of DAB Plus Chromogen per 1ml of DAB Plus Substrate, although the ratio can be adjusted as desired.
The use of liquid components reduces some risks associated with the handling of powders (i.e. dust inhalation) and eliminates
waste, which often results from using tablets that require a predetermined final volume. Once the two components are
combined, the reagent can be used for up to twenty-four hours, making it ideal for automated stainers.

WARNINGS & PRECAUTIONS
Refer to MSDS.

STORAGE & SHELF LIFE

Store at 2-8°C. Each component is stable for 18 months.

MICROBIOLOGICAL STATE ,7
Product(s) not sterile.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

N/A
SPECIMEN & REAGENT PREPARATION

Refer to Procedure.

PROCEDURE

1. Combine 1 drop (40 pl) of DAB Plus Chromogen with each 2 ml of DAB Plus Substrate.
2. Apply mixture to tissue section.

3. Incubate tissue section for 5-15 minutes.

4. Rinse tissue, counterstain, dehydrate, clear in xylene or xyle;ie substitute, and coverslip.

TROUBLESHOOTING

Please contact Thermo Fisher Scientific Technical Support by phone (1-510-991-2800 or 1-800-828-1628) or by email
(lab.reagents@thermofisher.com).
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1. PRODUCT INFORMATION

Product: DAB Plus Chromogen

Catalog #: TAXOLHCX

Inchuded in the following kits: TA—KXX-NDX.TP—WM 'n.-x:own TUL-XXX-HDS, TM-015-HD, TR-015-HD, TP-
015-HD, TQ-015-HD, TL-XXX-H

2 oN
CAS No. Percent
57556
3. HAZARDS IDENTIFICATION
May cause imation lo skin and eyes.

4. FIRST AID MEASURES

Seek medical atiention immediataly.

Eye Contact: Flush eyes with copious amounts of water for at least 15 minules. Assure adequate fushing by
sepanating with

Skin Contact: mmmwm Flush skin with coplous amounts of water for at least 1S
‘minutes. reuse.

Wash contaminated clothing before
Ingestion: Wash o Do not fvictim ks
Inhalation: o fresh air, , 1 breathing is difficut, give oxygen.
5. FIREFIGHTING MEASURES
Media: Extinguish agents appropriate user's firefighting

prevention plan.

Fire and Explosion Hazards: NA

Firefighting Wear from fre
area if possibée. Do not scatter spilled material with more water than needed for fire conirol. Avoid breathing
hazardous vapors.

6. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

Wear personal protective equipment, such as rubber gloves and boots, respirators, and goggles fo prevent contact with
seif and others. Use paper towels or absorbent materials to absorb spils.
7. HANDLING AND STORAGE
Handiing: See Section 8,
Storage. See Instructions For Use.
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Our warranly is mited to the actual price paid for the product. Lab Vision is not able for any properly damage,
time or eflort, or by ow products.

N/A = Not Available

Thermo Fber Scientific c€ =] Thermo Fisher Scientific

46360 Fremont Bivd. 9396 Astmons

Fremom, CA 34531, USA [ R vea—— Ramcan Chshis WA PR, UK
Tel: 15107711560 LabViion Corporation Tek 441

Fax: 1-310-770-1570 Fax 441 ﬂﬂ

bt Purww thermme comabvision 1 abition b Gehrrmalicher cam

Thermo S

SCIENTIFIC Lyt an
3. EXPOSURE CONTROLS / PERSONAL PROTECTION
Prolection: Wear goggles glasses. Use eyewash if necessary.
:anm wn-:unm:-pﬁ‘ Wash hands thoroughly after handiing.
Respiratory Protecton: Wear respirator and avoid inhalation.

3 Use in well-ventiated laboratory.
Other Protective Equipment:  Use lab coat to prevent contact with siin and clothing,

Appearance: Brown tint
Odor; No odor
:et-om NA
Flash point: NA

11. TOXICOLOGICAL INFORMATION
To the best of our knowledgs, the Pphysical, have not been
thoroughly investigated.

12. ECOLOGICAL INFORMATION
No information avallable at this time.

13. DISPOSAL CONSIDERATIONS.

Disp al, state,

4. TRANSPORT INFORMATION

15. REGULATORY INFORMATION
No information available at this ime.

16. OTHER INFORMATION

No use in violation of any patents. We make no rpresentations,
warranties, or the accuracy of Information provided on our data sheets and websta.
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Large Volume Phosphate Buffered Saline (25X)

INTENDED USE

For In Vitro Diagnostic Use

AVAILABILITY: Catalog # Volume
TA-125-PB 125 ml

DESCRIPTION

WARNINGS & PRECAUTIONS
—ERoo & FRECAUTIONS

Refer to MSDS.

STORAGE & SHELF LIFE

Store Phosphate Buffered Saline at room temperature.
. Concentrate is stable for 24 months from date of manufacture.
. Diluted solution should be used within one week. If solution becomes cloudy, discard and make fresh solution.

NOTE: The salts in the 25X solution are highly concentrated.
. Temperatures below 44 degrees F (6 degrees C) may cause the salts to precipitate.

| INSTRUCTIONS FOR USE

TA-125-PB
Rev 112907D
Page 1 of 1

. If this occurs, stir the solution at room temperature for about 30 minutes to re-dissolve the salts (use an alcohol-cleaned stir-bar to

prevent bacterial contamination).

MICROBIOLOGICAL STATE

Product(s) not sterile.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

N/A

SPECIMEN & REAGENT PREPARATION
=———=0 & REAGENT PREPARATION

Refer to Procedure.

PROCEDURE

To make a 1X PBS solution dilute concentrate 25X with distilled water.
. Use 40 ml PBS concentrate per 960 ml distilled water
. Measure and pour appropriate volume of 25X PBS concentrate into a mixing flask and add DI water to final volume.
. Stir briefly.

The 1X solution should be pH7.6 +0.2.
. The pH of the solution may require slight adjustment.
© Adjust pH with 1N HCI (if pH is high) or 1N NaOH (if pH is low).
Diluted solution should be used within one week. If solution becomes cloudy, discard and make fresh solution.

REFERENCES

N/A
TROUBLESHOOTING

Please contact Thermo Fisher Scientific Technical Support by phone (1-510-991 -2800 or 1-800-828-1628) or by email
(lab,reagents@thermoﬁsher.com).
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ANEXO L

CORRELACION EXISTENTE ENTRE LA CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CANCER DE MAMAY LA
EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES (ER-PR) Y SOBRE EXPRESION DE LA PROTEINA HER2/NEU

N2 Sistema HUS

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS N¢ Interno HUS

N2 Bloque externo

INFORMACION DEL PACIENTE

1.
1°" Apellido 22 Apellido Apellido de casada 1°" Nombre 22 Nombre
2. ( )
Fecha de nacimiento Municipio Departamento Edad cumplida (afios) Sin datos
3. ldentificacién | 1 2 3 a4 5
CC CE TI Otro S/D Numero Institucién fuente de la informacién/IPS/MD
DATOS SOCIODEMOGRAFICOS
4.
Direccion Barrio Municipio Departamento
5. Estrato 1 2 3 4 5 6 Tel.Fijo Celular
6. Talla de Brasier Raza Blanca 1 Mestiza 2 Negra 3 SD 4
7. Estado civil S/D O Soltera 1 Casada | 2 Divorciada | 3 Unidn Libre 4 Viuda 5
8. Escolaridad Ss/D O Ninguna 1 Primaria 2 Bachiller | 3 Universitaria 4
9. Ocupacion Salario SMLV ($433.699) 0-1 1 1-2 | 2 2-4 3 4-8 4 >8 5 D 6
10. Cobertura médica Sisbén | 1 Nivel EPS 2 No tiene 3 Otra 4
11. Clase de afiliacién Cotizante 1 Beneficiario | 2 Cual
ANTECEDENTES
12.|Menarquia afos Gestacién Partos Abortos RN muerto
13.|Edad 1°" embarazo afios Lactancia Materna No| 0 Si 1
Hijo 1 meses Hijo 2 meses Hijo 3 meses Hijo 4 meses Hijo5 meses
14.|FUR Ha recibido tratamiento hormonal para la menopausia N O 1 N/A 2
Medicamento Estrégenos 1 Progestina 2 Otro 3 Por cuanto tiempo
15.|Familiares con cancer Padre Madre Abuelas Tias Hermanas | Primas Observacion
No 0 0 Mat O Pat O 0o 0 0
Si 1 1 1 1 1 1 1
Sin datos 2 2 2 2 2 2 2
Cuantos
Localizacion
Edad (afios) de Dx
16.|Antecedentes de Cancer Nc O Si 1 Ubicacién Mama 1 Ovario 2 Utero | 3 Otro 4
AYUDAS DIAGNOSTICAS Y ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS
17. Estudio por mamografia No 0 Si 1 Ultimo afio | 1 Afio anterior 2 Mas de 2 aflos 3
Resultado S/D 0 Normal 1 Alterada 2 BIRADS 0 | 1 M v Vi VI
18. Estudio Histopatolégico Material anatomopatoldégico B. Trucut 1 B. Incisional 2 B. Excisional/Lumpectomia 3
Cuadrantectomia 4 Mastectomia simple ' 5 Mastectomia Radical Modificada + Vaciamiento axilar. 6
Mama Der 1 lzq | 2 NR 3 Lab. Patologia Fecha de solicitud
19. Clasificaciéon general CIS 1 Cl |2 Tumor Filoides | 3
20. Clasif. HP  Comedo 1 C.Cribiforme 2 C.Sdlida 3 C.Papilar 4 C.Micropapilar 5 E.Paget 6 CcLs 7
CDI 8 CLl 9 C.Medular 10 C.Mucinoso @ 11  C.Tubular 12 C.Papilar 13 C.Metaplasico 14
C. Escamoso | 15 C. Inflamatorio = 16 C. Secretor | 17
21. F. Tdbulos 1 2 3 G. Nuclear 1 2 3 C.Mitético 1 23 Scarf Bloom Richardson
GDT: Bien | 1 Moderado | 2 Mal 3 Se observa cambios post tratamiento N 0 S1 NR 2 SD 3
22. Estudios IHQ ER 0 1 % | Cxl. NSO 1 No 2 Si 3 Her2neu 0O 1 2 3
PR oll1 % | Cxl. NSO 1 No 2 | Si 3 | SS.FISH 0O  1ISH 0 |1
22. Otros estudios de IHQ Resultados
23. Ha recibido tratamiento  Nc 0 Si 1 SD 2
24. Tipo de tratamiento Quimioterapia 1 QT neoadyuvante 2 Radioterapia 3 Cirugia 4
Fecha del tratamiento
25. Medicamento Tamoxifen/Toremifen N( o Si 1 SD 2 Herceptin No o Si 1 SD 2
26. Estado actual del paciente Vivo 1 Fallecidc 2 SD 3 Fecha de defuncién

Diligenciado por Olga Teresa Anteliz Beltran Fecha diligenciamiento
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ANEXO M

RELACION ENTRE EL GRADO DE ANGIOGENESIS, PRESENCIA DE
RECEPTORES HORMONALES Y SOBREEEXPRESION DEL RECEPTOR HER-
2 NEU, EN EL CARCINOMA INFILTRANTE DE GLANDULA MAMARIA DE
BIOPSIAS ANALIZADAS EN EL DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA DE LA
UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER Y EL HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE SANTANDER

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estimada Paciente:

Los investigadores del proyecto de investigacion “Relacion entre el Grado de
Angiogénesis, Presencia de Receptores Hormonales y Sobreexpresion del
Receptor Her-2 Neu, en el Carcinoma Infiltrante de Glandula Mamaria de Biopsias
Analizadas en el Departamento de Patologia de la Universidad Industrial de
Santander y el Hospital Universitario de Santander” realizado por miembros del
Departamento de Patologia de la Universidad Industrial de Santander (UIS), nos
permitimos solicitarle su participacion en esta investigacion, la cual pretende
establecer si el nimero de venas que hay en el cancer que se detectd en su seno,
tiene algo que ver con el hecho de que este mismo cancer tenga 0 no receptores
hormonales. Estos receptores hormonales, son pequefias bocas en el tumor, a las
cuales les llegan las hormonas que usted produce como mujer. También se quiere
saber si esas venas, se relacionan con el hecho de que en su tumor haya o no
otra boca adicional que podria ayudar al crecimiento de la masa, ésta se llama
receptor Her 2 neu. Con lo anterior podriamos conocer el comportamiento del
cancer mamario en las pacientes de nuestra region. Su participacion sera de

valiosa ayuda para una mejor comprensiéon de esta enfermedad.
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El cancer mamario es uno de los mas frecuentes del mundo y en éste momento se
tienen conocimientos avanzados sobre las alteraciones que se producen, éstas se
identifican por medio de una técnica especial que se llama imnunohistoquimica
con la que se detecta la presencia de los receptores hormonales, que son como
bocas en el tumor que se comen las hormonas que normalmente producen las
mujeres, provocando que el tumor se alimente y crezca. Ademas, se puede
conocer si el crecimiento del tumor va a un ritmo lento o rapido y si hay aumento
en el numero de venas que alimentan el tumor. El hallazgo o ausencia de éstas
caracteristicas, tienen significado para elegir el tratamiento hormonal y de

guimioterapia.

Al inicio de la participacion en este estudio, se le realizara una encuesta con el fin
de recolectar la informaciéon con respecto a su identificacion, y antecedentes
medicos y hereditarios orientada a la obtencion de informacion sobre los factores
de riesgo presentes y la valoracion clinica de la enfermedad. Si usted decide
participar en el estudio, se le realizaran las pruebas de inmunohistoquimica
(pruebas especiales) al tejido que le extrajeron y con el cual hicieron el diagnostico
de cancer. Si usted ya tiene los resultados de los estudios histopatoldgicos se le
solicitara autorizacion para la utilizacién de los bloques de parafina al cual se le

realizara los estudios de inmunohistoquimica.

La duracion de este estudio es de 18 meses, su participacion ocurre una sola vez
al determinar si tiene pocas o muchas venas formadas en el tejido tumoral y si
tiene las bocas mencionadas anteriormente. Su participacion es completamente
voluntaria y no implica ningun costo para usted, como tampoco habra
compensacion econdémica alguna. Los miembros del grupo investigador estan en
disposicion de brindarle ahora y en el futuro cualquier informacion o pregunta que

le surja acerca del estudio y los procedimientos.
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La informacion generada por este estudio es estrictamente confidencial y se
mantendra su privacidad. La informacion del estudio no serd utilizada para
generar beneficios econdmicos. Usted es libre de rehusar a participar en esta
investigacion en cualquier momento sin que esto conlleve a cambios en su futuro

cuidado.

Usted tiene derecho a conocer los resultados de los analisis realizados cuando lo
desee, asi como solicitar que no sean incluidos en las conclusiones del trabajo. De
igual forma el investigador podra tomar la decision de retirarla del estudio si lo
considera conveniente.

PARTICIPANTE

Yo Firma

Cédula No. de

He leido y recibido copia del presente consentimiento informado. Habiendo
comprendido el significado de la investigacion declaro estar debidamente
informada y consiento en participar en este el estudio. Ademas, si es necesario los

resultados de mis pruebas seran entregados a mi médico personal

Ciudad: Fecha:
TESTIGOS

Nombre Firma
Nombre: Firma
Ciudad: Fecha:
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INVESTIGADOR QUE BRINDA EL CONSENTIMIENTO.

Nombre: Firma

Ciudad: Fecha:
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