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RESUMEN

TITULO: EXPRESION DE LOS ONCOGENES PTEN Y HER2/NEU EN

ENDOMETRIOS NORMALES DURANTE LAS FASES DEL CICLO MENSTRUAL"

AUTOR: RICARDO GARCIA PINO ™"

PALABRAS CLAVE: PTEN, HER2/NEU, ENDOMETRIO, CICLO MENSTRUAL.

DESCRIPCION: Se ha identificado el gen PTEN y el gen HER2/Neu como mutaciones
importantes en los carcinomas endometrioides y serosos de endometrio respectivamente.
En el presente estudio se investigé la expresién por medio de inmunohistoquimica de la
porcién funcional del PTEN y del HER2/Neu en endometrios normales en diferentes fases
del ciclo menstrual para determinar los patrones normales de los mismos. Se obtuvieron 28
muestras de endometrios, 13 de las cuales eran proliferativos, 13 en la fase secretora y 2
en la fase menstrualy se realiz6é la técnica de inmunohistoqguimica observando que no hubo
expresion inmunofenotipica de HER2/Neu en ninguno de los endometrios normales y la
mayor proporcién de expresiéon inmunofenotipica de la fraccién funcional del PTEN ocurrio6
en los endometrios secretores y menstruales. Esto se traduce en una expresiéon epitelial del
16.7% (n = 13) de los endom etrios en fase proliferativa, en el 66.6% de los epitelios en la
fase secretora (n = 13)y en el 100% de los epitelios en la fase menstrual (n = 2) Hubo dos
muestras, una en fase proliferativa y otra en fase secretora (8.3% respectivamente), con
expresién en el estroma endometrial, sin expresién concomitante en el epitelio. Estos
hallazgos son sugestivos de que la expresion del HER2/Neu en endometrios normales es

patolégica y debe indicar la biusqueda de un carcinoma seroso intraepitelial de endom etrio

"Trabajode grado

**Facultadde Salud,Escuelade Medicina,Departamento de Patologia.Director:Ernesto GarciaAyala,M édico

Patdélogo.

10



y que la expresiéon del PTEN esta inhibida en la fase proliferativa de la menstruacién para

permitir la proliferacién del endom etrio.

ABSTRACT

TITLE: EXPRESION OF THE PTEN AND HER2/NEU ONCOGENES IN NORMAL

ENDOMETRIA DURING THE MENSTRUAL PHASES."

AUTHOR: RICARDO GARCIA PINO?

KEYWORDS: PTEN, HER2/NEU, ENDOMETRIUM, MENSTRUAL CYCLE.

DESCRIPTION: The genes PTEN and HER2/Neu had been identified as important
m utations in the endom etrioid and serous types of carcinomas ofthe endom etrium,
respectively. In the present study, a research was conducted through
immunohistochem istry for the expression of the functional portion of PTEN and
HER2/Neu in normal endometria during different menstrual cycles in order to
determine theirnormalexpression patterns.28 endom etrialsamples were retrieved,
13 of those were proliferative, 13 were secretory and 2 were menstrual and the
immunohistochem istry technigue was performed,in which it was observed that there
was no immunophenotypical expression of HER2/Neu in none the normal
endometria and that the vast proportion of immunophenotypical expression of the
functional fraction of PTEN occurred in the secretory and menstrual endom etrium.
This means an epithelial expression of 16.7% (n = 13) of the endom etrium s in the
proliferative phase, in the 66.6% of the epithelium of the secretory phase (n = 13)
and in 100% ofthe epithelium ofthe menstrualphase. There were two samples, one
in the proliferative phase and another in the secretory phase (8.3% respectively),
with expression in the endometrial strom al without concurrent expression in the
epithelium . These findings suggest that the expression of HER2/Neu in norm al
endom etria is pathological and must dictate a search for an intraepitelial serous
carcinoma and thatthe PTEN expression is inhibited during the proliferative phase

of the menstrualcycle to allow the endom etrium to proliferate.

1 N
Bachelor Tesis

2 Facultad de Salud,Escuela de Medicina,Departamento de Patologia.Director:Ernesto Garcia Ayala, M édico

Patélogo.
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INTRODUCCION

Este proyecto hace parte del grupo Patologia estructural funcional y Clinica de la
UIS PATUIS, liderado por el doctor Ernesto G arcia Ayala y esta dentro de la linea
de patologia quirtdrgica en el 4&rea de patologia quirdrgica delendom etrio. Asicomo
este proyecto tiene objetivos propios inherentes, también tiene el objetivo de

aumentar la linea de investigacion realizada hasta el momento por dicho grupo.

En torno al grupo de investigacién, este proyecto es el primero en su tipo en el
departamento de patologia de la UIS, ya que su interés especifico es adentraren el

terreno de la patologia molecular.

La presente investigacién tiene como fin la observacion de tejidos no patolégicos.
La patologia siempre ha sido el puente que correlaciona la célula y el tejido sano
con su enfermedad, es por esto que no puede limitarse solamente a los tejidos
enfermos y debe extenderse también a los tejidos sanos, para poder realizar una

correlacion entre ambos.

Especificamente hablando, los dos tipos de carcinoma de endometrio mas
frecuentes son el adenocarcinoma endometrioide de endometrio y el carcinom a
seroso de endom etrio. EIl primero tiene bien establecido la pérdida de la funcion del
PTEN como un evento importante en la tumorogénesis y el segundo tiene

igualmente establecida la mutacién del p53 como el evento inicial de la

12



tumorogénesis y como segundo evento que desencadena una espiral sin freno al

desarrollo del carcinoma seroso, la am plificacién del HER2/Neu.

Porlo tanto,en este estudio se decidi6o estudiar por medio de la inmunohistoquim ica
la expresion del PTEN y del HER2/Neu en endom etrios norm ales y establecer sus
patrones. Estos patrones pueden correlacionarse en un futuro estudio con los
endom etrios que ya presentan hiperplasia endometrial y posteriormente en el
carcinoma de endometrio. Esto permitirdA observar si existen cambios tempranos
solo expresados por el inmunofenotipo de las células que sean francamente

prem alignos.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION Y ENFOQUE

DEL PROYECTO

En ellaboratorio de patologia se han presentado avances tecnolégicos muy Gutiles
en cuanto aldiagnéstico de las lesiones prem alignas. Esto ocurrié inicialmente con
el uso de la citologia cérvico-uterina para demostrar cambios en las células
escamosas que podian predecir con precisién la aparicién de un carcinom a
escamocelular de cérvix. Esto se ha podido extender a otros 6rganos, donde hay
una adecuada correlacién entre los hallazgos morfolé6gicos de una lesién con su
riesgo de transform arseen cancer.En elcolon, porejemplo, esta bien documentada
la correlacion entre los pélipos displasicos y su progresiéon al adenocarcinoma de
colon. Mas aun, se ha documentado la progresién genética por pasos1 desde un

epitelio normal hasta la transform acién a un adenocarcinoma invasor.

Es asi,como desde la descripcion delcromosom a filadelfia en la leucemia mieloide
créonica se ha observado una correlacién del aspecto molecular del cancer con su
aspecto morfoléogico, pero esto no se ha extendido de manera consistente a las
lesiones prem alignas. Existen en la actualidad varios ejemplos de estudios sin que
en este momento tengan aplicacién clinica en los que se ha podido determinar
cambios genéticos premalignos que pueden presentar cambios morfolégicos muy
sutiles o incluso no presentarlos en absoluto??* gue requieren de estudios
ancilares, entre ellos los de inmunohistoquimica. Entre estos estudios, el mas
promisorio actualmente y con mayor potencial de ser usado en la practica clinica
consiste en la deteccién de lesiones premalignas en las células escamosas del
cérvix cuyos cambios morfolégicos no alcanzan a cumplir los criterios de lesién
intraepitelial de bajo grado (categoria ASCUS en citologia), usando

inmunohistoquimica contra el pl6 y el Ki-67°%,°.
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Entre los usos mas importantes de la inmunohistoqguimica se encuentra el de
determinar ellinaje de un tumor. Esto se basa en determinar un grupo de antigenos
particulares que se encuentran distribuidos en el tejido que se quiere estudiar, asi
como aquellos antigenos que uno espera que no se encuentren en dicho tejido.
Entre estos antigenos, es posible wubicar productos de la expresiéon de las
m utaciones genéticas propias que llevaron a la carcinogénesis. Por ejemplo, el
linfom a folicular tiene una expresién aberrante del BCL-2 que demuestra que existe
una translocacién entre el gen que codifica esta proteina y el gen que codifica las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. Lo mismo ocurre en el carcinoma de
mama, donde la expresion del HER2/Neu estd demostrando la am plificacion del

gen.

Tomando estos dos Ultimos ejemplos, podemos observar que el tejido glandular
mam ario que es morfologicamente normalno presenta am plificacion delHER2/Neu,
mientras que dicha am plificacién es posible de encontrar en casos de hiperplasia
ductal atipica y carcinoma in situ, que ya presentan cambios morfolégicos
detectables’. En cam bio, el linfoma folicular in situ puede no presentar cambios
m orfolégicos que lo diferencie de un ganglio linfatico normaly su alteracién solo es
detectable por inmunohistoquimica cuando los centros germinales presentan
reactividad para el BCL-2. Esto también es posible con el epitelio normal de la
mucosa colénica usando las proteinas MLH1 y MSH2 como los antigenos de
inmunohistoquimica, determinando un frecuente primer paso de la tumorogénesis
en eladenocarcinoma de colon que es la inestabilidad de los m icrosatélites® (Figura
1). Estas proteinas se activan con frecuencia para arreglar errores del DNA en la
mucosa coléonica normal, y su presencia por inmunohistoquimica indica un intento
fallido de reparar pares de bases de DNA erréneas que no han sido corregidos

(mismatch repair).
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FIGURA 1. MUCOSA DE COLON.

Tomado de Wahlberg et al. 2002B

Un fragmento de mucosa colénica normal, en la cualla inmunohistogquimica contra la
proteina MLH1 demuestra que hay reactividad nuclear. Esto se traduce en que hay

inestabilidad de microsatélites

Todo esto es para sefialar que un tejido que morfoloégicamente es normal, puede
tener evidencia por estudios ancilares de cambios premalignos. La importancia de
esto radica en potenciales esquemas de detecciéon temprana y tratamientos muy

econdmicos que ayudan a reducir la carga de la poblaciéon con cancer.

En cuanto al adenocarcinoma de endometrio, se debe sefialar que estad muy bien
correlacionada la hiperplasia de endom etrio, en particular la que presenta atipias,

.z . 9 . . .
con la progresion a adenocarcinoma . Esto es un cambio morfolégico con
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pardm etros bien establecidos para su clasificacién. A suvez, existe buena evidencia
como se demostrara mas adelante sobre la presencia de mutaciones delgen PTEN
como una base fundamental para el desarrollo del adenocarcinoma endom etrioide
de endometrio y la am plificacion del gen c-erb2 que codifica el HER2/Neu en la
aparicion del carcinoma seroso de endometrio e incluso existen estudios que
demuestran que es posible detectar lesiones precursoras de cancer en las

. . . 10 11
hiperplasias endom etriales ", .

Si estos dos tipos de tumores malignos, el adenocarcinoma endometrioide de
endometrio y elcarcinoma seroso de endom etrio son los que contribuyen a la mayor
proporcion de tumores malignos del endometrio y se conoce bien dos genes
fuertem ente implicados en su aparicién, se debe realizar la siguiente pregunta. ¢ Es
posible identificar la expresién inmunofenotipica de las mutaciones de estos genes

en endom etrios morfoloégicamente norm ales?

Esta inquietud seria facilde responder sise conoce elestado normalde la expresion
inmunofenotipica de ambos oncogenes en elendometrio morfoloégicamente norm al.
Entonces de esta primera inquietud, sale una segunda pregunta que es en la que
se basa el presente proyecto de investigacion la cuales, (COmo es la expresién de

los oncogenes PTEN y HER2/Neu en los endom etrios norm ales?

Ahora,como también se explicara mas adelante, el endom etrio es un tejido con una
estructura morfolégica cambiante, ya que debe adaptarse a las condiciones propias
de un embarazo. Estos cambios deben serfinamente regulados puesto que eltejido
endometrial es muy sensible al influjo hormonal - es asi que el principal factor
desencadenante deladenocarcinoma endom etrioide de endom etrio es la exposicién
sostenida a los estr6genos. Es por esto que no se debe simplemente evaluar la
expresion de los oncogenes HER2/Neu y PTEN en endometrios normales, debe
observarse los cambios en dicha expresion dependiendo de la fase del ciclo

menstrual.
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Siendo asi, se decidi6 que la presente investigacién se basarda en la busqueda de

la expresion morfolégica de los marcadores HER2/Neu y PTEN en endometrios

normales en las diferentes fases del ciclo menstrual.
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2. ASPECTOS ETICOS

Desde el punto de vista ético, la presente investigacion se fundamenta en los
principios establecidos en la Declaracion de Helsinki que la Asociacion M édica
Mundial ha prom ulgado”. Dicha Declaraciéon es una propuesta de principios éticos
que sirven para orientar a los médicos y a otras personas que realizan investigacion
m édica en seres humanos, incluyendo la investigacion del material humano o de

inform acién identificables.

De acuerdo a dicha declaracion, el propdsito principal de la investigacioén m édica en
seres humanos es mejorar los procedimientos preventivos, diagnoé6sticos vy
terapéuticos y también comprender la etiologia y patogenia de las enfermedades.
Incluso, los mejores métodos preventivos, diagnoésticos y terapéuticos disponibles
deben ponerse a prueba continuamente a través de la investigacion para que sean
eficaces, efectivos, accesibles y de calidad. En la investigacion m édica, es deber

del médico proteger la vida, la salud, la intimidad y la dignidad del ser humano.

Es claro en el marco de estos principios que el protocolo de la investigacion debe
hacer referencia siem pre a las consideraciones éticas que fueran del caso y debe
indicar que se han observado los principios enunciados en esta Declaracién. Para
tom ar parte en un proyecto de investigaciéon, los individuos deben ser participantes
voluntarios e informados. Siem pre debe respetarse el derecho de los participantes
en la investigacioén a proteger su integridad y deben tomarse toda clase de
precauciones para resguardar la intimidad de los individuos, la confidencialidad de
la informacién del paciente y para reducir al minimo las consecuencias de la

investigacién sobre su integridad fisica, mentaly su personalidad.

M enciona igualmente la Declaracién de Helsinki que la investigacién debe
ejecutarse dentro del marco de la norm atividad vigente en el pais donde se realiza

la investigacion y que cada individuo participante debe recibirinformaciéon adecuada

19



acerca de los objetivos, métodos, fuentes de financiamiento, posibles conflictos de
intereses, afiliaciones institucionales delinvestigador, beneficios calculados, riesgos
previsibles e incomodidades derivadas. La persona debe serinformada delderecho
de participar o no en la investigacién y de retirar su consentimiento en cualquier
momento, sin exponerse a represalias. Después de asegurarse que elindividuo ha
comprendido la informacién, el médico debe obtener entonces, preferiblemente por

escrito, el consentimiento informado y voluntario de la persona.

En el contexto establecido anteriormente, en el presente estudio se tendréda en

cuenta, ademas de los principios contenidos en la Declaracion de Helsinki, lo

contemplado en la Resolucién 8430 de 1993 expedida por el Ministerio de Salud de
3

P -z . eg - . P .
Colombia”", que establecié las norm as cientificas, técnicasy adm inistrativas para la

investigacién en salud.

En su Articulo 5° dice que en toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto
de estudio, deberéd prevalecer el criterio delrespeto a su dignidad y la proteccién de
sus derechos y su bienestar. Segun, el Articulo 11° se clasifican las investigaciones
en las siguientes categorias: investigaciéon sin riesgo, investigacion con riesgo

m inim o e investigaciones con riesgo mayor que elminimo.

En el Articulo 14° se aclara que por Consentimiento Informado se entiende el
acuerdo por escrito, mediante el cual el sujeto de investigacién o en su caso, su
representante legal, autoriza su participaciobn en la investigacién, con pleno
conocimiento de la naturaleza de los procedimientos, beneficios y riesgos a que se

someterd, con la capacidad de libre eleccién y sin coaccién alguna.

En el contexto establecido anteriormente, en el presente estudio se tendra en
cuenta, adem as de los principios contenidos en la Declaracién de Helsinki, lo
contemplado en la Resolucién 8430 de 1993 expedida por el Ministerio de Salud de
Colombia, que estableci6é las normas cientificas, técnicas y adm inistrativas para la

investigacion en salud, yque clasifica este proyectode investigaciéncomo sin riesgo.
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3.0BJETIVOS
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Los objetivos se cifien a los descritos en la propuesta de investigaciéon.

4. OBJETIVO GENERAL

22



Determinar los cambios en la expresién inmunofenotipica de las proteinas
HER2/Neu y PTEN en endom etrios norm ales durante las diferentes etapas delciclo

ovarico.

5. 0BJETIVOS ESPECIFICOS

23



- Determinar los cambios morfolégicos delendom etrio segudn su influjo hormonal.

- Establecer la base para comparar el endometrio normal con el endometrio
hiperplasico y el endometrio neopladsico en la expresion de los marcadores

tumorales.

- Establecer patrones de expresion del HER2/Neu y el P-TEN que puedan ser
usados en estudios posteriores como posibles predictores a largo plazo de la

m alignizacién de un endom etrio norm al.

- Diferenciar la expresién fenotipica del P-TEN y HER2/Neu en las distintas capas
del endom etrio, asi como en el estroma endometrial y el epitelio glandular del

endom etrio.

- Identificar las variaciones en la expresion de estos oncogenes en las capas

funcionaly basaldelendom etrio.

6. HISTOLOGIA DEL ENDOMETRIO

24



En esta seccién se va arealizarun breve recuento de las caracteristicas histolégicas
delendometrio, sin adentrarse en los cambios morfolégicos que ocurren durante las
fases del ciclo menstrual, puesto que dichas caracteristicas se abordaran al definir

la variable “fase del ciclo menstrual”.

Hay que iniciar seffialando que aunque no han ocurridos avances significativos en la
histologia del endom etrio, en contraste con lo que ocurre con el delicado balance

hormonaly biogquimico que presenta.

Basicamente, el endometrio es un tejido glandular con secreci6on exocrina que
consta de un componente epitelial y estromal. A su vez, consta de dos porciones
funcionales y dos zonas anatémicas. Las dos porciones funcionales son la capa
funcionaly la capa basal, las dos zonas anatémicas son elendometrio corporaly el

endom etrio istmico.

Elendometrio en la capa basales inmune alos cambios hormonales, porlo que su
aspecto se mantiene alo largo delciclo menstrualy estarepresentado por glandulas
tubulares simples que estan tapizadas por células columnares de nduacleos
pseudoestratificados en un estroma fusocelular. La caracteristica m as im portante14
es la presencia de los arterias rectas ya que estas solo estan presentes en la capa

basal (Figura 2 - A) y estas se encuentran definidas por la presencia de una

muscular propia de una o dos capas de espesor.

El endometrio de la capa funcional es en cambio fuertemente afectado por las
variaciones del ambiente hormonal Las glandulas son también tubulares simples
pero cambian enormemente en su disposicién arquitectural segun la fase del ciclo
m enstrual, asi como su citologia individual. El estroma endometrial también es
variable pero suele tener nGcleos mas redondos que fusiformes. Existe otra
caracteristica importante para definir que se trata de la capa funcional y es la

presencia de las arterias espirales. Estas son arterias que tienen una arquitectura
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helicoidal, la cual es dificilobservaren los cortes de hem atoxilina, pero es mas facil
distinguirlas porque carecen de una tunica media (Figura 2 - B) y porque suelen
tener una disposicién concéntrica de las células delestroma endom etrial (Figura 2

-C).

Para esta investigacion se consider6 importante observar si habia diferencias en la

expresion de los marcadores investigados en la capa funcionaly en la basal.

En cuanto a las diferencias anatémicas, la descripcién que se acaba de hacer
corresponde alendometrio del cuerpo y delfundo del Gtero. Esta descripciéon no es
adecuada para elendometrio istmico,elcual difiere en que carece de capa funcional
y en que el estroma es mucho mas fibroso y fusocelular, siendo muy similar a la
capa funcional del endom etrio corporal (Figura 2 - D). Este endometrio también

carece de cambios inducidos por el ambiente hormonal.

26



FIGURA 2. PARTES FUNCIONALES DEL ENDOMETRIO.

Tomado de Robertson. 1976 "* y de Mills. 2012'°.

A: Capa basal del endometrio donde se identifica una Gnica arteria recta, rodeada
de una UGnica capa de células musculares lisas.

B: Capa funcional en la cuallas arterias espirales carecen de tunica media y por lo
tanto de células musculares lisas que la rodean.

C: En la fase progestacional, las células estromales suelen disponerse de forma
concéntrica alrededor de las arterias espirales.

D: Endometrio istmico, en el cual se resalta que es ligeramente proliferativo y que
el estroma es mas fusiforme y con mas citoplasma, lo que le da un aspecto

eosinofilico.

7. FISIOLOGIA Y PATOLOGIA MOLECULAR DEL HERZ2/Neu
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El HER2/Neu16,17,18 es una proteina transmembrana codificad por el Gen EERB2,

el cualse ubica en elcoddén doce del brazo largo del cromosoma 17 (17ql1l2). Esta
proteina tiene una funci6on de receptor transmembrana con actividad de tirosin-
quinasa en su dom inio intracelular y se considera que es muy similar alreceptor del
factor de crecimiento epidérmico, por lo que recibi6 el nombre de HER2 (Human
epidermal growth factor receptor 2). En los mamiferos hay identificados cuatro
receptores de factores de crecimiento que tienen en comudn un dominio de receptor
con 50 a 55 aminoacidos iguales con seis residuos de cisteina muy similares, donde
se considera que sus funciones son regular la diferenciacién y elcrecimiento de los

tejidoslg.

En su funcién fisiol6gica, se considera que el HER2/Neu es un correceptor, ya que
se dimeriza, con alguno de los otros cuatro receptores cuando estos reciben un
ligando, usualmente elfactorde crecimiento epidérmico con elHER1 (HER1-HER?2)
y las neuroregulinas con el HER3 y el HER4 (HER3-HER2 Y HER4-HERZ2). No
existe un ligando para la autodimerizacién del HER2 (HER2-HERZ2) (Figura 3.).
Cuando esta dimerizacién ha ocurrido, los dominios intracelulares de estas
proteinas presentan cambios estructurales que activan su funcién de tirosin-
quinasa, fosforilando residuos de tirosina de varias proteinas y activandolas.
Usualmente estas proteinas estan en las vias PIK-3 y AKT, las cuales terminan
teniendo un efecto anti-apoptético al inhibir el p53 y la proteina Nk-FN, al tiem po
qgue estimula la proliferacién celular (esto se hard un poco mas claro mas adelante

al hablar de la funcién patolégica del PTE N)
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FIGURA 3: RECEPTORES DE TIPO HER.
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Varios ligandos que se unen a las cuatro proteinas descritas de HER. Ninguno de
los ligandos se une aldom inio extracelular delHER2/Neu, pero cuando elligando
se une a un HER distinto, cambia su estructura tridimensional favoreciendo la
dim erizacién y heterodim erizacién con el HER2/Neu. Esta dimerizacién activa el

dominio intracelular de ambas proteinas.

En cuanto a su funcién patolégica, el descubrimiento de la proteina HER2/Neu se
realizé en tumores neuroectodérmicos en ratones. EIl problema es que en estos
modelos murinos la mutaciéon era de tipo puntual V664E la cualocurre en eldom inio
de transmembrana. Dicha mutacion no se ha encontrado en ningdn tumorhumano,

pero llevo a buscar dicho receptor en humanos y su mutaciéon especifica.

Esto llevo a la identificacion de la am plificacién del gen c-erB2?° (lam ado asi

originalmente) y la consecuente sobreexpresion de la proteina que codifica, el
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HER2/Neu. Los estudios de la funciéon patolégica de esta molécula estan mas

estudiados en el cadncer de mama, donde basicamente se resumen en:

- La sobreexpresion de HER2/Neu produce heterodimeros. En <condiciones
fisiol6gicas el HER2 solo se une a los dem as receptores si estos se encuentran
activados por el ligando, pero esta sobreexpresion facilita la dimerizacién
espontdnea en ausencia de ligando y por consiguiente la activacion permanente del
receptor.Incluso, la sobreexpresién delHER2/Neu lleva a una mayor disponibilidad
del mismo para que se una alotroreceptorde EGF cuando este se ha activado por

un ligando, am plificando una sefialde un ligando débil.

- Los heterodimeros llevan a la independencia de la célula para el crecimiento
celular. Como se menciondé, los heterodimeros producidos en la sobreexpresion del
HER2/Neu no requieren de la unién con un ligando para la activacion delreceptor.
El heterodimero mas activo en esta funcién es el HER1-HER3, pero en las
condiciones patolégicas, el mas oncogénico es el HER2-HER3. EI HER2 siempre
esta biolégicamente activo y tiene la funcién de tirosinkinasa mas fuerte de los
cuatro mondémeros a pesar de que no tenga ningun ligando unido, mientras que el
HER3 tiene una pobre actividad de tirosinkinasa pero una afinidad muy fuerte a sus
ligandos propios. La heterodim erizacién de estos dos am plifica la sefial al interior

de la célula.

- La funcién de tirosinkinasa del HER2 tiene una fuerte actividad que inhibe la
apoptosis y de proliferacioén celular. Esto lo hace por medio de una funcién
dependiente del PTEN y wuna funcién independiente del PTEN. La funcién
dependiente del PTEN ocurre cuando el HER2 heterodimerizado defosforila Ia
enzim a intracelular PIK-3, activandola. Esta activacion tiene como funcién fosforilar
el inositol difosfato (PIP-2) a inositol trifosfato (PIP-3). EI PIP-3, como se explicara
m &s adelante es un cofactorpara la actividad de la PDK-1,una enzima que fosforila
la AKT usando precisamente el fosfato proveniente del PIP-3 y lo activa. Esta via

se explicara un poco mas adelante, pero basta con decir que es una via que inhibe
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la apoptosis, activa elciclo celulary la transcripcién de factores de crecimiento. Esta
via en condiciones fisiolégicas esta regulada por el PTEN, ya que el PTEN
defosforila nuevamente el PIP-3 a PIP-2, no permitiendo que la PDK-1 fosforile la
AKT, pero en las condiciones patolégicas de sobre-expresion de HER2/Neu, hay
una abundancia de PIP-3 que satura la PDK-1 manteniéndola activada y que
también por saturacién, se salta el mecanismo de controldel PTEN. En la segunda
via, que es la via de las protein-kinasas asociadas a mitégenos (M AP-kinasas o
sencillamente MAPK), el HER2 heterodimerizado se une a la proteina GRB y esta
a suvez se une a la proteina Son of sevenless (SOS)y defosforilan la proteina RAS
gue inicia una cascada de activacion de las proteinas RAF y MEK, que activan las
M APK, estas por Gltimo defosforilan elc-MYC y el CREB, iniciando la transcripcion

de factores de proliferaciéon celular (Figura 4).
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FIGURA 4. VIA DE SENALIZACION DEL HERZ2.
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Esquema béasico de las dos vias que activa el heterodimero del HER2/Neu. Mas
gue indicar toda la cascada de eventos, hay que sefialar que son dos vias las que
se activan. La viade las M APK esta dada principalmente porla fraccién delHER 2
y solo induce la proliferacién celular, mientras que la via del PIK-3 estd dada por
la fracci6n HER3 y tiene como funcién adem s de la proliferacion celular, la

supresion de la apoptosis.

- El HER2/Neu puede formar homodim eros?'. Esto se refiere a la formacién de
homodimeros de HER2-HER2 en las condiciones patolégicas de la am plificacion
del HER2. Estos dimeros, aunque tienen una actividad biol6gica baja comparada
con el heterodimero HER2-HER3, son clinicamente muy importantes, puesto que
son los blancos predilectos del medicamento Trastuzum ab??. Hay que recordar que
la actividad de tirosinkinasa es mas fuerte en el HER2, por lo que no hay que

despreciar esta actividad. Tanto es asi que por eso se cred el Lapatinib, un
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m edicamento que tiene la capacidad de inhibir la funcién de tirosinkinasa delHER 2,

ya sea como homodimeros o como heterodimeros.
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8. EL HER2/Neu EN EL ENDOMETRIO

Los investigadores del presente estudio tuvieron gran dificultad en encontrar
literatura?®, 24 2% 2% 27 que relacionara el HER2/Neu con el desarrollo del
adenocarcinoma endometrioide de endometrio (tipo 1 segun la FIGO) pero en
cambio hay un buen cuerpo de literatura que sefialan el HER2/Neu como un paso
necesario en la aparicion del adenocarcinoma seroso de endometrio. Los puntos

clave a tener en cuenta son en cuanto a la utilidad de la inmunohistoquimica con el

marcador HER2/Neu los siguientes:

-La expresion del HER2/Neu es Gtil para diferenciar el carcinoma seroso de ovario

. .28
del adenocarcinoma seroso del endometrio”. Entre el 23 al 43% de los
adenocarcinomas serosos de endom etrio son reactivos para el HER2/Neu, menos

del 1% de los carcinomas serosos de ovario son reactivos para el HER2/Neu.

-Entre el 2 al 4% de los adenocarcinomas endom etrioides expresan el HER2/Neu,
pero en un estudio, esta pobre proporciobn de expresién se dio en los
adenocarcinomas endometrioides de alto grado histolégico y en etapas mas

. ~ . 24
avanzadas en el momento del diagndéstico .

-Aungque ha sido extensamente estudiada la relacién inversa que tiene la expresion
de receptores de estro6genos con la expresion delHER2/Neu en elcancerde mam a,
con una minoria como representantes de los carcinomas de mam a triple negativos
y triple positivos, esta relacion no ha podido ser determinada en los carcinom as
endometrioides de endom etrio. Esta relacién en cambio estd muy clara sise asum e
de manera hipotética que el carcinoma seroso y endom etrioide en el endom etrio,
son una misma entidad patolégica. En dicho caso, el adenocarcinoma seroso se
caracteriza por ser negativo para los receptores hormonales de estré6genos y
progesterona, mientras que es (entre el 23 al 43% de los casos) positivo para el

HER2/Neu. El adenocarcinoma endom etrioide por el contrario es siem pre positivo
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para los receptores hormonales mientras que es muy frecuentemente negativo para

el HER2/Neu?®
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9. FISIOLOGIA Y PATOLOGIA MOLECULAR DEL PTEN

El gen P—TEN”,“,BZ,“,34 se ubica en el cromosoma 10, en el codén 23 del brazo

largo 10923 y codifica una proteina cuyo nombre completo seria “Homologo de la
fosfatasa y la tensina borrado en el cromosoma diez” (phosphatase and tensin
hom ologue deleted on chromosome ten),una proteina con actividad enzim atica de
fosfatasa,relacionada con la familia de las fosfatasas de tirosina. En su morfologia
cabe destacarque tiene un peso de aproximadamente 43kD y que a pesar de tener
actividad enzim atica, su estructura es muy similar a la tensina, una proteina del
citoesqueleto, pero varias proteinas con actividad de fosfatasa tienen este
citoesqueleto similar, indicando que se trata solamente de una proteina que emergio

a través de la evolucion a partir de la tensina.

Las mutaciones del PTEN estan presentes en los canceres humanos esporadicos
en una proporcién que rivaliza el mismo p53. Se ha descrito que el 20% de los
glioblastom as tienen mutaciones del P-TEN, asicomo el50% de los carcinom as de
préstata y en donde mas se ha estudiado, en el carcinoma endometrioide de
endom etrio, la proporcién varia entre 33 a 80% de los tumores evaluados. Es en el
endometrio donde se ha identificado una mutacién del P-TEN en su precursor, la
hiperplasia endom etrialen el 20 a 55% de los casos, sugiriendo una causa-efecto

en la progresion de la hiperplasia al cadncer de endom etrio.

No solo ha sido estudiado com o mutacién esporadica en el desarrollo de canceres,
también ha sido estudiado en las mutaciones germinales heredadas, donde se han

descrito dos sindrom es:

-Elsindrome de Cowden, elcualse caracteriza porpresentarm Gltiples ham artom as

que incluyen poélipos hamartomatosos intestinales, triguilemomas cutaneos vy

gueratosis acrales. Estos pacientes tienen una predisposicioén a tumoresen 6rganos
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regulados por hormonas: Carcinoma de mama, carcinoma folicular de tiroides vy
carcinomas de endom etrio.

- EIl sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba, que se manifiesta a edad mas
temprana que el sindrome de Cowden, con hamartomas intestinales, lipom atosis,

hemangiomas, nevus genitales y macrocefalia.

La proteina P-TEN es expresada en el citoplasma de las células, donde uno de sus
tres dominios se ancla a la porcién interna de la membrana celular y tiene actividad
de fosfatasa. A diferencia de otras fosfatasas de tirosina, el P-TEN tiene una muy
pobre afinidad a las fosfoproteinas y en cambio su principal sustrato es el inositol
trifosfato (PIP -3, por sus siglas en inglés phosphoinositol triphosphate), donde le
tomaun ion fosfatoreduciéndolo a inositol difosfato (PIP-2).La funcién biolégica del
P-TEN a pesar de estar practicamente limitada a este paso, es crucial, puesto que
las mutaciones que lo inactivan al interior de las células llevan a una acumulacién

de PIP-3.

Esta acumulacién de PIP-3 induce la activaciéon de la enzima PDK1, la cualtambién
tiene actividad fosfatasa,tanto hacia elPIP-3 enuna funciéon e autorregulaciéoén com o
de defosforilar y activar la proteina AKT-1. En las condiciones patolégicas, la
acumulacién de PIP-3 sobrepasa el mecanismo de autorregulaciéon de la PDK1 y
por lo tanto la activacion de la AKT-1 es constante. La AKT-1 tiene actividad de
fosforilasa y es en este punto donde se observa ya que intervienen m Ultiples
proteinas, algunas posiblemente no descritas, que alfosforilarse tienen actividad de
supresiéon de la apoptosis, supresiéon del p53 (y por consiguiente estimulacién del
ciclo de replicacion celular) y activacion de factores de transcripcién. Entre los que
mas se destacan son elMDM2 que inhibe el p53, el NF-Kb que inhibe la apoptosis
y el mTOR que induce la transcripcion de factores de proliferacion celular (Figura

5).
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FIGURA 5. VIiA DE SENALIZACION DEL PTEN.
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Se ha observado como las células de una linea de glioblastoma en las que se
demuestra mutacién del PTEN, pero que lo expresan temporalmente, no tienen la
capacidad de avanzar de la fase G 1 a la fase s3®' Esto se observé al confirmaruna
ausencia de la expresién de PTEN a través de W estern-Bloten esta linea especifica
tumoral (UB87M G ). Luego, dos grupos de estas células fueron infectadas con un
retrovirus, el primer grupo con un retrovirus que insertaba el PTEN y elsegundo que
no insertaba genes. La proliferacién de colonias de células tumorales con expresion
de PTEN fue mucho menor y la tincién del DNA con un marcador fluorescente
(bromuro de propidio), junto con un estimulo mitogénico, demostré que las células
se detuvieron en la fase G1,con mayorproporcion de células en fase GO que en G1

y S.En este estudio adem as se dem ostr6 que la supresiéon de la fase delciclo celular
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dependia de la actividad fosfatasa del PTEN, puesto que el mismo experimento no
arrojo iguales resultados con la insercién de un PTEN cataliticamente inactivo en su
actividad de fosfatasa. Después de analizar la actividad de quinasas de las ciclinas
en las poblaciones tumorales con PTEN activo y PTEN inactivo, se observéo mucha
menor actividad quinasa en las células tumorales con PTEN activo, lo que producia
un freno en el ciclo celular. Esto se considera que es debido a la actividad
estimulante que tiene el MDM 2 que cuando no se encuentra fosforilado por el AKT -
1, no puede inhibir el p53 y este a su vez inhibe la transcripciéon de las dos ciclinas
evaluadas, CDK2 y CDKG6. Este mismo estudio se repiti6 en melanomas con iguales

resultados?®.

Ahora, la funcién delPTEN puede demostrarse por medio de inm unohistoquimica”.
El residuo T366 es elusado por el PTEN para defosforilar el PIP-3 mientras que el
S370 es el qgue es fosforilado por la Casein fosfoquinasa tipo 2 para anclar la
proteina a la membrana celular. EIl ion fosfato proveniente del PIP -3 es el que el
PTEN usa para fosforilar a la PDK1 cumpliendo con su labor de fosfatasa. Esto
también esta regulado porla PIK-3 puesto que esta es la desdobla los fosfolipidos
de membrana para producir el diacil-glicerol y el inositol trifosfato (PIP-3). Es por
eso que para esta investigacion se decidié utilizar el anticuerpo Ab109454 (ABCAM
clon EP229) puesto que este es especifico contra las porciones fosforiladas T366 y
S370, indicando la presencia de la proteina PTEN que en elmomento de la fijacién

con elformolse encontraba activamente defosforilando el PIP 3.

10. PTEN EN EL ENDOMETRIO
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Como ya se mencion6, uno de los tres dominios de la proteina PTEN sirve para

) 37 38
anclarse a la parte interna de la membrana celular

Sieste dominio se encuentra
fosforilado, el PTEN no puede anclarse a la membrana celular y pierde su actividad
de fosfatasa®’. Se ha demostrado que el endom etrio es un medidor muy confiable
de los niveles circulantes de estrégenos y progesterona, ya que los cambios méas
sutiles en estas hormonas inducen cambios morfol6gicos que se pueden visualizar.
Estos cambios morfolégicos de proliferacion y apoptosis durante elciclo menstrual
normal son regulados de manera muy cuidadosa por el PTEN, cuya funcién, mas
no su expresion inmunohistoquimica, es regulada por la fosforilacién ya descrita. EI
estimulo de progesteronas induce fuertemente la defosforilacién y por lo tanto el
aumento de la actividad biold6gica del PTEN mientras que el estimulo estrogénico lo
inhibe. Esto puede en parte explicar por qué la administracién de progestagenos
puede inducir la regresion e incluso la ablacién del endom etrio hiperplasico. No es
una explicacién totalitaria, puesto que se ha demostrado, como ya se menciono¢,
gue las hiperplasias endom etriales pueden tener mutaciones de inactivacién en el
PTEN sin que esto las haga serinmunes ala terapia con progestdgenos. Por daltim o,
se debe seflalarque la enzima que esinducida por la activacién delreceptornuclear
de estré6genos y que fosforila la porcién terminal del PTEN es la fosfoquinasa de
caseina tipo 2%% refiriéndose al residuo S370 que permite anclar el PTEN a Ila

41
membrana celular™ .

En el cancer de endometrio, la tumorogénesis es un evento complejo, que en el
carcinom a tipo | (adenocarcinoma endom etrioide) inicia siem pre con la inactivacién
del PTEN. Esta inactivacion no es el GUnico evento, se acompafia también de
mutaciones delgen KRAS, de la B-Catenina y de inestabilidad de microsatélites. E|
carcinoma tipo Il (Carcinoma seroso de endometrio) el evento tumorogénico
principal es la mutaciéon de desactivacion del p53. En el carcinoma endom etrioide,

. . .z . . 42 43
la inactivacion del PTEN ocurre por medio de tres mecanismos °, :
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-Mutaciones puntuales. Estas mutaciones son cambios puntuales en el 10923 que
producirian un PTEN sin actividad de fosfatasa. Este tipo de mutacién se asocia
fuertem ente a inestabilidad de microsatélites, lo cuallleva a pensar que la mutacion

propia del PTEN ocurrié por inestabilidad de microsatélites.

- Perdida de la heterozigocidad: Sila célula endom etrial ha presentado un doble
golpe de deleccion en el 10gq23 hay pérdida suficiente de la funcién de fosfatasa’®.
Esto demuestra que la mutacién del PTEN en un solo cromosoma no es suficiente
para inducir el cancer de endometrio, puesto que en el sindrome de Cowden, la
perdida de heterozigocidad ya ha ocurrido y esto solo facilita la aparicion delcancer

de endom etrio.

- Hiperm etilacién: La hiperm etilacién sobre la regién 10923 produce una pérdida

total de la expresiéon del PTEN y por lo tanto de su funcién, con un DNA integro.

En correlacion con la expresién de inmunohistoquimica, la expresién del PTEN
como proteina nativa solo se pierde en los casos de hiperm etilacion y perdida de la
heterozigocidad. Las mutaciones puntuales, solo detectables por PCR no perm ite
que haya una pérdida de la expresion del PTEN. Sise usa un anticuerpo contra los
residuos fosforilados T366 y S370 se puede demostrarla porciéon activa del PTEN
sin importar el tipo de mutacién puntual. Uno de las funciones de la AKT
desfosforilada porla PDK1 es inducir la transcripcién del PTEN, por lo cual en los
casos de mutaciones puntuales del PTEN, el aumento de la funcién de la AKT

induce una expresion fuerte del PTEN detectable por inmunohistoquim ica**

Para medir la actividad del PTEN, también existe la expresion de fosfoAKT por
medio de inmunohistoquimica, elcual es la porcién fosforilada de la proteina AKT,
que indica que el PTEN estd funcionando. La pérdida de funcion del PTEN se

m anifiesta por una disminuciéon del fosfoAKT a AKT por parte de la PDK1"
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11. CRITERIOS DE INCLUSION
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Los criterios de inclusiobn nombrados a continuacién tienen como objetivo asegurar
de que la muestra sea representativa de la pared del Gtero en sus porciones del

cuerpo o del fondo.

- Las muestras de endometrios deben provenir de mujeres en edad fértil como

productos de histerectomia por razones distintas a enfermedades endom etriales.

- Debe haber una representacién adecuada del miom etrio, para ser usado com o
control negativo en la expresién inmunohistolégica de los marcadores HER2/Neu vy
P-TEN. No es necesario que el miom etrio esté libre de patologia, puesto que esto
perm itiria que se incluyan los Uteros que fueron resecados por patologia del
miom etrio. Durante el desarrollo del proyecto de grado no se presenté ningln UuGtero

resecado por probable que se podria predecir, es la miom atosis uterina.

- Debe haber una representacion adecuada del endometrio, en el cual hubiera
representacion de la capa basalyla capa funcionaldel mismo,segun la descripciéon

echa de la histologia normaldelendom etrio.

-La histologia delendom etrio debia ser propia de una mujer en edad reproductiva.
Esto se evaluaba en un primer tiempo con la historia clinica, en la cual solo se
tomaban endometrios desde los 12 hasta los 45 afios. No existe un consenso
apropiado para definirla edad limite superior para la llegada delclimaterio norm al®®,
por lo cual se definié arbitrariamente los 45 affios como edad limite superior. En el
segundo tiempo, después de procesado el Gtero, se definia que el endom etrio
presentaba influjo hormonal si se identificaba alguno de los patrones propios del

ciclo menstrual, talcomo se describi6 en la histologia del ciclo menstrual.

12. CRITERIOS DE EXCLUSION
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Los criterios de exclusién fueron los siguientes:

-La historia clinica indicaba una edad porfueradelrango establecido en los criterios

de inclusién, o indicaba una sospecha clinica de una patologia endom etrial.

- La histologia de la muestra evaluada demostraba que habia alguna lesién
endom etrialde cualquier tipo. Ninguna de las muestras evaluadas fue excluida por

este aspecto.

- La histologia dem ostraba que no habia una representaciéon histolégica adecuada
del miometrio y del endometrio. Esto fue la principal causa de exclusién de
muestras, ya que se identificaron varias que presentaban una desfacelacion

autolitica postquirargica delendom etrio (Figura 6, A 'y B).

- La histologia debia dem ostrar una preservacion adecuada de la muestra de tal
manera que los antigenos estuviesen adecuadamente preservados para la técnica
de inmunohistoquimica. Hubo ocasionales muestras en la cual se identificaba
necrosis de tipo autolitica delendom etrio (Figura 6, C y D), representada por perdida
de la basofilia nuclear e hipereosinofilia del citoplasma. Aunque hay ocasiones en
gue la inmunohistoquimica puede dem ostrarreactividad en células necréoticas®’, no
se encontraba entre los objetivos de este estudio el de demostrar la reactividad de

los marcadores en estudio en tejido necrético.

FIGURA 6. EJEMPLOS DE CRITERIOS DE EXCLUSION.
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A yB:Casos 43 y 33 respectivamente. Estos dos cum plieron con uno de los criterios
exclusiéon por no tener una representaciéon adecuada del endometrio debido a una
desfacelacién necrética del mismo.

C yD:Casos 45 y 48 respectivamente. Estos dos casos también cumplian con uno
de los criterios de exclusiobn, puesto que aunque habia una representacion
adecuada del endom etrio, la fijacién fue inadecuada lo que determino que hubiese
una extensa necrosis de tipo autolitica representada por perdida de la basofilia

nuclear e hipereosinofilia del citoplasm a.

13. DETERMINACION DE LA VARIABLE “FASE DEL CICLO MENSTRUAL?”
EVALUACION DE LA FASE DEL CICLO Y DE LA EDAD DEL ENDOMETRIO
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La evaluacion de la edad hormonaldelendometrio hace referencia a la visualizacién
de una biopsia endom etrial con el fin de determinar en qué fase y en qué dia se
encuentra el endom etrio en un ciclo menstrualnormal. Esta herramienta ha caido
en desuso en la medicina del manejo de la infertilidad debido a que se ha
identificado marcadores hormonales mucho mas precisos y menos invasivos, pero
aln es (til en este caso, debido a que histoldégicamente el endom etrio normal no
tiene variaciones en la edad de la mujer,pero sicambios muy precisos con el influjo

48 49 50
hormonal L

Esta evaluacién se inicia con la determinacion de la fase del ciclo menstrual
Basicamente se dividen en una fase proliferativa, una fase secretora y una fase

menstrual.

Dependiendo de m Gltiples variables, puede evaluarse los rasgos histolégicos del
endometrio para determinar su edad aproximada. Entre estas variables se
encuentran el conteo mitético de la fraccién glandular, la pseudoestratificaciéon
nuclear de la fraccién glandular, la decidualizacion del estroma, la vacuolizacion vy
la secrecién glandular, la tortuosidad de las glandulas, asi com o la infiltracién por

neutroéfilos.
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TABLA 1: CICLO MENSTRUAL NORMAL CON CAMBIOS MORFOLOGICOS.
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Cambios histolégicos progresivos en el endom etrio en comparacién con eltiempo

transcurrido del ciclo menstrual.




La fase proliferativa inicia desde elmomentoen elque finaliza la menstruacién hasta
el momento de la ovulaciobn. En esta etapa, la proliferacion del endometrio es
estimulada en particular por los estrégenos. Los cambios morfolédgicos inician con
unas glandulas endometriales rectas que se van volviendo progresivamente
helicoidales y que se van acompafiando de edema del estroma en fases mas
tardias. Las células glandulares son caracteristicamente pseudoestratificadas. E|
dia de la ovulacién estd marcado por una vacuolizacién basal del menos del 50%

de las células glandulares endom etriales (Figura 7).

FIGURA 7.ENDOMETRIO PROLIFERATIVO.
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Tomado de Murray et al. 2004, Mescher.
2013 y Mills. 2012°%, 3218

A: Microfotografia en la cual se observa
una glandula endometrial en la fase
proliferativa, caracterizada por que las
células individuales carecen de vacuolas,
lo gue hace que en grupo presenten
ntcleos pseudoestratificados. En esta
fase es facilencontrar mitosis.

B: Endometrio en |la fase proliferativa
temprana: El estroma no presenta edem a
y las glandulas son curvilineas.

C: En la fase proliferativa media, las
glandulas em piezan a demostrar su
arquitectura helicoidal.

D: Endometrio proliferativo tardio: Las
glandulas tienen la arquitectura helicoidal

bien formada y el estroma es edem atoso.

La fase secretora ocurre posterior a la ovulacién, se caracteriza porque los ntcleos
de las glandulas pierden su pseudoestratificacion debido a la vacuolizacién basal
del citoplasma de las células lo que induce que los niucleos se dispongan a una
altura uniforme. Esto y otros cambios son los que se usan para dar un rango de +/-

2 dias (Figura 8, A hasta E).

Postovulacién dia 2: Hay una vacuolizacion basaldel mas del50% de las células

epiteliales endom etriales, asociado a abundantes figuras mitéticas.

Postovulacion dia 3: Todas las células presentan vacuolizacién y las mitosis se han

detenido.

Postovulacién dia 4: Las vacuolas se disponen en la porciéon luminal de las células.
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Postovulacién dia 5: Hay una disminucién en la vacuolizacién de las células y hay

acumulacién de secreciéon intraluminal.

Postovulacion dia 6: Ausencia de vacuolizacién. M axima secreciéon intralum inal.

Postovulacion dia 7: Inicia eledem a estrom al.

Postovulacion dia 8: Maximo edema estrom al.

Postovulacion dia 9: El edema estromal hace que las células estromales se
aglomeren en islotes de células, usualmente alrededor de las arterias espirales, lo

que las hace prominentes.

Postovulacion dia 10: Gruesos islotes de células estromales con cambios

epitelioides iniciales (decidualizacion).

Postovulacién dia 11: Decidualizacién completa de los islotes.

Postovulaciéon dia 12: Los islotes deciduales comienzan a aglomerarse entre ellos.

Postovulacion dia 13: Inicio del infiltrado por polimorfonucleares.

Posterior del dia 13, se inicia la menstruacion en eldia 14 después de la ovulacién.
Acd se observa cambios en el que predomina el infiltrado inflam atorio de
polimorfonucleares neutréfilos, sin gue se identifique microabscesos. Los
polimorfonucleares se acompafian de extravasacién de eritrocitos, descam acién y
necrosis delendom etrio,depoé6sitos de fibrina y por tltimo,de cambios regenerativos.
Estos cambios se limitan a la capa funcional mas no a la basal, la encargada de

regenerar elendometrio (Figura 8, F).

FIGURA 8: ENDOMETRIO SECRETOR Y MENSTRUAL.

50




Tomado de Mills. 2012

Figuras A y B: A bajo aumento se observa que las glandulas en la fase secretora presentan
vacuolizacion de la porcién basal celular, lo cual ha sido llamado en aspecto de “teclas de
piano”. Figura C: Del dia 5 a 6, la morfologia en sierra de las glandulas se asociada a
secrecién intraluminal. Acd se ha perdido la vacuolizacién de las células. Figura D: En el
dia 9,las células estromales se disponen alrededor de las arterias espirales, lo que las hace
m as notorias. Las glandulas presentan secreciéon intraluminal y los ntdcleos han perdido la
pseudoestratificacién. Figura E: Previo a la menstruacién, las células estrom ales presentan
decidualizacién completa y adquieren una morfologia epitelioide. Figura F: En la
menstruacién hay necrosis y desprendimiento de la capa funcional, pero la capa basal es
indemne a estos cambios.

14. DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL HER2/Neu
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La determinacion de la expresion del HERZ2/Neu ha sido ampliamente
estudiada53,23.en el cancer de mama,con parametros bien establecidos y con una
adecuada correlacion con los estudios genéticos, en los cuales, demostrar la
am plificacién por hibridacién in situ es el estdndar de oro mientras la
inmunohistoquimica mide la expresion de la proteina en las células y tiene una
adecuada correlacion con el estudio genético“. Una situaciéon similar ocurre en el
adenocarcinoma gastrico, el cual también estd adecuadamente estudiado la

L, .. Lo L 55 56 57
sobreexpresion delHER2/Neu y su correlacion con la am plificacion delgen 7,77, ".

Pero los pardmetros de determinacién tanto del carcinoma de mama como del
adenocarcinoma géastrico no pueden trasportarse aladenocarcinoma de endom etrio
y al endom etrio normal. De por si, con los parametros establecidos, es de esperar
gue no haya tejidos normales con expresion de inmunohistoquimica para el

HER2/Neu.

Para empezar, no esta bien determinado el patrén de expresion de
inmunohistoquimica en eladenocarcinoma endom etrioide de endom etrio, debido a
gue, como ya se comenté antes, no es frecuente que haya una am plificacién del
gen en este tipo de cancer. Si empezamos desde la fuente mas basica, que es la
cuantificacién del RNA que codifica el HER2/Neu por medio de PCR con
retrotranscriptasa,lo cual fue hecho en un estudio de Magdalena Brys et al®® en el
cual se demostré que el HER1 fue sobreexpresado en el 48% de los carcinom as
uterinos sin correlacion con el tipo histolégico, mientras que el HER2/Neu solo fue
sobreexpresado por el 8% (n=25) de los carcinom as uterinos, que aunque fueron
solo dos muestras, al contrario de lo comentado en previamente en un estudio?’
ocurrio en adenocarcinomas endom etrioides de bajo grado histolégico (FIG O I)pero
con la falencia que no se incluyeron adenocarcinomas endom etrioides de alto grado

histolé6gico. En cuanto a lo que se puede utilizar de dicho estudio en la presente
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investigaciéon, ninguno de los endom etrios norm ales (n=12) demostré

sobreexpresion del RNA.

Hay que aclarar que esto no es detrimento para este estudio, puesto lo que com pete
a este estudio la evaluacién de la variable consiste en observar el patron de

expresién o no delHER2/Neu.

8

Un estudio de expresion del HER2/Neu en endometrios normales® dem ostré

reactividad en el endom etrio proliferativo en el 60% (n = 25) de los casos y en el
75% (n = 20) de los endom etrios hiperplasicos. Desafortunadamente no explicaron
que parametros usaron para definir reactividad. Hay varios =estudios que

demuestran mejor correlacion entre la am plificacion y la expresién del HER2/Neu
por medio de inmunohistoquimica e hibridacién in situ. EIl puntaje usado en la

54 59

valoracion actual estadndar del HER2/Neu en el cancer de mama , usado en un

estudio en correlacion con el FISH para dem ostrarla am pIificacic’)n25 en canceres de
endom etrio, demostré un resultado positivo en ambas pruebas del 88% y el 15%
demostré reactividad por inmunohistoquimica pero sin amplificacién del gen por
medio de FISH. Los tumores en dicho estudio que dem ostraron dicha reactividad
fueron principalm ente los carcinom as serosos, los adenocarcinom as
endometrioides de alto grado o Ilos adenocarcinomas endometrioides <con

m etastasis nodales o a distancia (Figura 9).

Ya se ha mencionado como el interés es mas notorio en el carcinoma seroso de
endom etrio (tipo Il), donde utilizando el puntaje de interpretacion del HER2/Neu

. . 60
correlacionado con el FISH, un estudio

demostré6 una concordancia com pleta en
9 casos reportados como 3+ por inmunohistoquimica con la am plificacién del gen
por FISH y una concordancia en 11 casos de puntaje de inmunohistoquimica de 0

y +1 con la no amplificacion del gen por FISH. En 7 casos con puntaje +2, dos

presentaron am plificacién del gen por FISH.

Otro estudio® en cambio demostré una expresion heterogénea del HER2/Neu,

refiriéendose a que mientras que un area histolégica de un carcinoma seroso de
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endometrio podria presentar una expresién negativa (0 a +1) de HER2/Neu, otras
dreas podian tener una expresion positiva (3+) y que estas areas heterogéneas

presentaban una am plificacién concordante alhacer elestudio de FISH.

Entonces, es por esto que en el presente estudio, debido a que no se identificéd en
la bibliografia evaluada un esquema de evaluacion del HER2/Neu en endom etrios
normales, se decidi6 aplicar el mismo criterio que se usa en la actualidad en
estudios no reconocidos para uso clinico delcarcinoma seroso de endom etrio, que
es el mismo consenso usado para el carcinoma de mama y que se expone a

continuaciéon:

Negativo O0: Una tinciobn membranosa débil, incompleta o escasamente perceptible

en el 10% o menos de las células evaluadas.

Negativo 1+:Una tincibn membranosa débil, incompleta o escasamente perceptible

en mas del 10% de las células evaluadas.

Equivoco 2+: Una tinciobn completa de la membrana pero débil o escasamente
perceptible en el mas del 10% de las células evaluadas o una tincién fuerte y

completa de la membrana en el 10% o menos de las células evaluadas.

Positivo 3+: Una tincidbn completa y fuerte de la membrana en méas del 10% de las

células evaluadas.

Debido a que esto se ha usado es en tumores malignos, segun el protocolo de
HERCEPTEST®® la expresion del HER2/Neu equivoca en tejidos normales debe
interpretarse como negativa, de talmanera que para este proyecto se va a usaruna

variable de tipo Boolean que indica sihay expresiéon (3+) o no la hay (0, 1+ y 2+).

Elcontrolparael HER2/Neu fue un bloque celular de células de un carcinom a ductal
de mama,con un resultado 3+ con am plificacion delgen demostrada por FISH, con
otro blogue de resultado 2+ y otro bloque méas de resultado 1+ en el cual el FISH

demostré que no hubo am plificacioén delgen. Este controllo sum inistré6 elproveedor
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del anticuerpo contra el HER2/Neu (clona K5204 de DAKO , figura 10), en el cual
cabe aclarar que aunque la reactividad en la membrana celular estd de acuerdo con
los criterios del HERCEPTEST actuales, se identificé que hubo reactividad
citoplasm atica en los tres controles, incluyendo aquel que tenia demostrado que
carecia de am plificacion del gen. Es por esto, que aunque se demostré reactividad

en el citoplasma de las glandulas en los tejidos a estudio, se hizo caso omiso de la

misma para evaluarla segun elpuntaje delHER2/Neu.

FIGURA 9: HER2/NEU EN TUMORES DE ENDOMETRIO.
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caso de adenocarcinoma endometrioide de
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El mismo caso de A. Pero con hibridaciéon cromogénica
para el HER2/Neu,donde cada ntcleo presenta mUltiples

copias ampliadas del gen.

‘

Un caso de adenocarcinoma endometrioide de

endometrio, en el cual la inmunohistoquimica no

demostré reactividad contra el HER2/Neu (0).

El mismo caso C. En el cual se observa a través
de hibridacién con fluorocromos que el nimero de

copias del HER2/Neu (flechas) es de 2.

5

Tomado de Peiré et al. 2004°

Este caso de adenocarcinoma seroso de endometrio

presenta una tincién atenuada pero completa en todas

las células por lo cual se considera equivoco (+2)

E

Elmismo caso de la figura E En la cual se evidencia que

cada nucleo presenta multiples sefales fluorescentes en

cada copia del HER2/Neu, correspondientes a una

am plificacién confirmada.

FIGURA 10. CONTROL DEL HER2/NEU.
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A: Control 3+ (positivo) del HER2/Neu en e
cual se aprecia la reactividad completa vy
fuerte en la membrana de todas las células.
B: Control 2+ (equivoco) delHER2/Neu, en
elcualhay reactividad débile incompleta en
mas del 10% de todas las células.

C:Control 1+ (Negativo) del HER2/Neu: No
hay reactividad en la membrana de las
células, pero se observa reactividad en el

citoplasma.

DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL PTEN.
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.z . . . 37 63 64 65
La expresion del PTEN ha sido evaluada en varios estudios”™ , °, ", "7, del

adenocarcinoma endometrioide de endometrio, usando el puntaje histolégico

(histol6gic score o HSCORE).

Este es un puntaje que da una variable num érica de 1 a 300 y se calcula de la

siguiente manera:

HSCORE = 1 x (% porcentaje deltejido que se tifie débilmente +

2 x (% porcentaje del tejido que se tife de manera moderada) +

3 X (% porcentaje deltejido que se tiie fuertemente).

Elporcentaje es teniendo en cuenta eltotaldeltejido, porlo cualnunca sobrepasara

5

300. Esto ofrece las ventajas de que es altamente reproducible6 y de que perm ite

dar un puntaje en tejidos con expresién heterogénea del PTEN.

La expresién debe evaluarse en el citoplasma, que es el sitio activo del PTEN. La

expresion del PTEN en el ntGcleo, aunque puede ocurrir, no se ha correlacionado
. . . . . 66

con mutaciones ni con patologias malignas o premalignas’ ", por lo cual se debe

om itir.

. . P 63 65
Debido a que se considera positivo

sihay una expresién heterogénea superior
a un puntaje de 200 en el HScore en carcinomas endom etrioides indicaria que hay
una expresion de la proteina mas no de su funcién y esto tiene una adecuada
correlacion® con las mutaciones genéticas de tipo deleccién e hiperm etilacién que
se expresan inmunofenotipicamente como una pérdida de la expresion del PTEN.
Las mutaciones puntuales con pérdida de la funcién delPTEN en cambio conservan
la expresion del PTEN por inmunohistoquimica (figura 11). Esto ocurri6é con el clon
6H2.1 el cual es un anticuerpo monoclonal contra la proteina en su forma activa o

fosforilada y en su form a inactiva. Este anticuerpo carece de especificidad puesto

que no demuestra actividad, solo demuestra la presencia de la proteina y solo es
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Gtil para dem ostrar si hay una expresion como talde la proteina y no de su funcién.
En cambio elclon EP229 del PTEN, como ya se menciond, indica la fraccién activa
del PTEN y su evaluacién en pacientes con sindrome de Cowden es con un
HSCORE de 30 o mas para indicar su presencia68 y se decidi6 utilizar por lo tanto

este puntaje para definir la variable tipo booleano de expresién positiva o negativa

del PTEN.

H 38 63 66 64 . ~
Hay que anotar que en los estudios evaluados ™, °, se consider6 el estroma

endom etrialcomo control positivo interno.
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FIGURA 11. INTERPRETACION DEL PTEN.
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A Inmunohistoquimica en un
adenocarcinom a endometrioide de
endometrio que demuestra una expresién
negativa del PTEN. EIl estudio citogenético
demostr6 una mutaciéon de tipo deleccién.

B: En un caso de hiperplasia endometrial
simple sin atipias se demostré6 una pérdida
de la reactividad del PTEN en las glandulas,
pero conservada en las células estromales.
C: Reactividad del PTEN en las glandulas de
una hiperplasia compleja con atipias, sin

reactividad en el estrom a.

60




16. MATERIALES Y METODOS

Se obtuvo en total 80 muestras de productos de histerectomia de pacientes que
clinicamente carecian de patologia de endometrio y qgue aun presentaban ciclos
menstruales. Los especimenes quirdrgicos fueron procesados de acuerdo a la guia
institucional para el procesamiento de especimenes quirdrgicos de la uis ®°
teniendo la salvedad de tomaruna muestra mas de la pared endomiom etrial. Estas
muestras fueron fijadas en formol bufferado a un pH de 7.4 con fosfato de sodio
monobasico y dibasico por lo menos por 6 horas y no mas de 24 horas, para que
luego fueran procesadas obteniendo el bloque de parafina respectivo y una ldamina
de histologia tefiida con hem atoxilina y eosina. Esta ldmina fue evaluada por dos
observadores expertos de forma independiente. La primera revision fue para
determinar si las muestras tomadas cum plian con los criterios de inclusién y no
cumplian con los criterios de exclusién. De esta manera, se excluyeron 54 muestras
gue cum plian con los criterios de exclusién dejando un total de 26 muestras. La
segunda revisién fue para determinar la variable de la fase del ciclo menstrual en
las 26 muestras restantes viables. En esta segunda revisién se programo6 un tercer

observador en caso de que hubiese discrepancias entre los dos primeros

observadores, pero no hubo necesidad del mismo pues no hubo discrepancias.

Luego se procedi6 a realizar la técnica de inmunohistoquimica. A cada uno de los
blogues que cum plieron los criterios de inclusién se le tomaron dos cortes de un
espesor de cuatro micras. Los cortes fueron colocados en laminas de vidrio
cargadas con electricidad estatica y se desparafinaron usando Xilol con posterior
rehidratacion usando grados cada vez m as diluidos de alcohol. Luego se incubaron
las laminas en un buffer ajustado a un pH de 6.5 conformado por una soluciéon 10
mM de citrato de sodio/acido citrico con el fin de hacer recuperaciéon de |los

antigenos fijados por el formol. Se procedi6 a bloquear la actividad de la enzim a
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peroxidasa que estuviese presente en los tejidos utilizando una solucién al 3% de

per6oxido de hidrogeno en metanol.

Para la técnica de inmunohistoquimica se us6 un anticuerpo monoclonalde conejo,
elclon EP229 de ABCAM que tiene afinidad para las fracciones fosforiladas T366 y
S370 del PTEN y otro anticuerpo monoclonal de conejo, el clon K5204 contra la
proteina HER2/Neu. Una de las laminas de cada bloque fue destinada para el
anticuerpo contra el PTEN y la otra fue destinada para el anticuerpo HER2/Neu.
Cada lamina fue incubada con su respectivo anticuerpo monoclonalpor 30 minutos
y se usé una solucién reveladora conformada porun polimero de dextran pegado a
una enzima peroxidasa y a anticuerpo monoclonal de cabro contra los anticuerpos
monoclonales de conejo. Luego se indujo la coloracién usando una solucién de
tetrahidrocloruro de diamonobenzidina la cual toma una coloracién marrén al ser
expuesta a la enzima peroxidasa asociada alcomplejo dextrdn. EIl resto del tejido
fue contratefiido usando la hem atoxilina de Harris ylas ldAminas fueron cubiertas con
cubreobjetos adheridos con resina. Este procedimiento también se aplicé a las

ldm inas de los controles positivos.

Posteriormente estas laminas fueron evaluadas por dos observadores expertos
utilizando los criterios previamente definidosenla evaluaciénde la expresiondel
PTEN y delHER2/Neu.Los resultados fueron tabuladosen una base de datos

de EXCEL para servalorados.
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17. RESULTADOS

Se obtuvieron en total 26 muestras para ser valoradas por medio de
inmunohistoquimica. Los evaluadores observaron que 12 de estas muestras
(46.15% ) correspondian a endom etrios en la fase proliferativa, otras 12 (46.15% ) a
la fase secretora y las dos restantes (7.69% ) se encontraban en la fase menstrual

(Figura 12).

Lo primero que hay que sefialar es que ninguna de las muestras tuvo reactividad
para el HER2/Neu (Figura 13). Teniendo en cuenta que varias de las muestras
presentaban r reactividad citoplasm &atica, se evaludé elcontrolnegativo 1+ usado. Este
control, que adem &s de demostrase que no habia am plificacién del HER2/Neu, se
observé que también presentaba reactividad citoplasm &tica. Hay evidencia de que
los carcinomas de mama con expresiéon citoplasm adtica delHER2/Neu sin expresién
membranosa tienen diferenciacién neuroendocrina7°,sin gue esto se correlacionara
con la am plificacién delgen HER2/Neu. Esto sugiere la conclusién de que el patrén
normal de expresién del HER2/Neu por medio de la inmunohistoquimica en una

técnica disefiada para estudiar la am plificacién delgen, es negativo.

En cuanto al PTEN, hubo reactividad en 13 muestras, 9 se encontraban en la fase

secretora, 2 se encontraban en la fase menstrualy 2 en la fase proliferativa.

Hubo tres patrones prevalentes. El mas frecuente de todos fue la expresién
citoplasm atica del PTEN en el epitelio de los endometrios en fase menstrual (dos
en total, 100% de los menstruales, 15.38 deltotalde las reactivas), sin expresién en

el estroma endom etrial (Figura 14).

El siguiente patréon prevalente fue la ausencia de reactividad para el PTEN en el
citoplasma de las células epiteliales y estromales del endometrio en fase

proliferativa, que correspondia a 10 de 12 muestras de endometrios en la fase
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proliferativa (83.3% de las proliferativas, 76.9% del total de las muestras no

reactivas, figura 16).

Y el tercer patrén prevalente fue la reactividad en el citoplasma de las células
epiteliales en los endometrios en la fase secretora, sin reactividad en las células
estrom ales,lo que ocurri6 en 8 muestras (66.66% deltotalde las secretoras 61.53%

de las muestras reactivas — Figura 17).

Quedan por evaluar los patrones menos prevalentes. Estd el caso 48, que es
secretory elcaso 71 que es proliferativo, los cuales carecian de reactividad en el
epitelio, pero presentaban reactividad en elestroma endom etrial (Figuras 15 D y E).
Esta reactividad era dificil de evaluar debido a que las <células estromales
presentaban retraccion del citoplasma. Correspondian a 7.69% de todas las
muestras y al 15,3 % de las muestras que tuvieron reactividad para el PTEN . Estas
muestras adem as son especiales en el hecho en que su reactividad se Ilimité al
estroma endom etrial y no tuvieron reactividad en el citoplasma de las células del

epitelio endom etrial.

Los otros patrones menos prevalentes fueron la ausencia de reactividad en el
citoplasma de las células estrom ales y epiteliales en dos de los endom etrios en fase
proliferativa (15.3% de los endom etrios proliferativos (figura 16) y la reactividad en

el citoplasma de las células epiteliales en un endometrio secretor (7.69% de los

secretores, figuras 15 A, B y C).

Cabe anotar que ningin caso presento reactividad concomitante en el citoplasm a
de las células estromales y en elcitoplasma de las células epiteliales. También que
no hubo diferencias entre la expresién del PTEN en elendometrio de la capa basal

y la funcional.
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FIGURA 12:

FASES DE LAS MUESTRAS

ENDOMETRIALES.

Figuras A y B: Casos 2y 32 respectivamente,

epitelio es pseudoestratificado,
respectivamente, en

Demuestran endometrios

es edematoso con células redondas e infiltradas por neutréfilos.

los que se observan

corresponden a endometrios en fase proliferativa.

glandulas dilatadas

secretores. Figura E y F: Corresponden a un endometrio

que demuestran escasos ductos glandulares de endometrio,

y con tortuosidades.

Hay focos de necrosis focal.

cuyo
Figuras C y D:Casos 19 y 31
Hay secreci6n intraluminal.

menstrual donde el estroma
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FIGURA 13. REACTIVIDAD DEL HER2/NEU EN LAS MUESTRAS.

A B

Ay B:casos 19 y 31 respectivamente. Hubo varios casos en los cuales las células
epiteliales del endometrio presentaron reactividad citoplasm atica contra el

HER2/Neu, pero no hubo reactividad en un patrén de membrana. Esta reactividad se

interpreté como negativa.

FIGURA 14. REACTIVIDAD DEL PTEN EN LA FASE MENSTRUAL.

A

Ay B: Casos 35y 78 respectivamente, las cuales corresponden a los dos Gnicos
casos de endometrios en fase menstrual. Ambos presentaban el patrén de

reactividad citoplasm atica en las células epiteliales endom etriales y corresponden

al patrén m as frecuente.
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FIGURA 15. REACTIVIDAD DEL PTEN EN LA FASE PROLIFERATIVA Y EN EL
ESTROMA

A, B y C: casos 53, 47 y 7,
respectivamente. EIl segundo patrén
m &s frecuente en la inmunohistoquim ica
del PTEN fue la ausencia de reactividad
en el citoplasma tanto de las células
estrom ales como de las células
epiteliales endom etriales (91.6% ) de los

endom etrios en la fase proliferativa).

D y E: La figura D corresponde al caso 48, a un endom etrio secretor y la figura E corresponde al
caso 71, un endometrio proliferativo. En ambos se identifica reactividad para el PTEN en el
citoplasma de las células del estroma endom etrial, pero no hubo reactividad concomitante en el
citoplasma de las células epiteliales. La interpretacion es dificildebido al artefacto de retraccién del

citoplasma de las células estrom ales propio del proceso de preparacién de los cortes histolédgicos.
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FIGURA 16. AUSENCIA DE REACTIVIDAD DEL PTEN EN ENDOMETRIOS
SECRETORES.

A y B: Casos 16 y 28 respectivamente. En estos dos endometrios el patrén fue de ausencia de
reactividad para el PTEN en el citoplasma tanto de las células estromales como las epiteliales de

estos dos endom etrios en fase secretora.

68



FIGURA 17. REACTIVIDAD DEL PTEN EN ENDOMETRIO PROLIFERATIVO.

A, B, C vy D: Caso 43, se trata del Gnico endom etrio proliferativo con reactividad
citoplasm atica en las células endom etriales para el PTEN. Las figuras 18.20 vy
18.21 son los cortes en hem atoxilina-eosina, en los cuales se observa edema del
estrom a y glandulas que carecen de tortuosidad cuyos nidcleos son

pseudoestratificados.
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18. DISCUSION

La funciéon del PTEN es inhibir la proliferacién de las células e inducir la apoptosis
fisiol6gica, por lo tanto es el producto proteico de un gen supresor de tumor. Es
bastante similar a la funcién de la proteina p53, exceptuando que la proteina p53

1 .
En elendometrio, el

induce la apoptosis en las células con dafios en su genom a’
microam biente hormonalinduce primero una proliferaciéon celular tanto del estrom a
como del epitelio endom etrial durante la fase proliferativa, pero luego bajo el influjo
progestacional, la proliferacioén celular queda inhibida en particular por que la
activacion del receptor Beta de la progesterona induce la sintesis de la proteina
PTEN, demostrado porla medicién delmRNA que lo codifica’®,® . Estoes un evento
fisiol6gico que no depende de dafios en el genoma como en el caso del p53,
acompafiado de otros eventos, tales como la isquemia inducida por la contractura
de las arterias espirales en la capa funcional del endom etrio, haciendo referencia
que la actividad del PTEN hace parte pero no es el Gnico de los mecanismos
m ediante los cuales la progesterona induce un freno en la proliferacion del

. 73 74
endom etrio ”, .

Por lo tanto, es de esperar que la forma activa del PTEN esté activa en el epitelio
endom etrial en fase secretora y menstrual. Esto estid de acuerdo en los hallazgos
de este estudio, donde los patrones mas prevalentes fueron la ausencia de
reactividad para el PTEN funcionalen la fase proliferativa y reactividad para la fase

secretora y la fase menstrual.

Queda por ampliar esta investigacion para intentar determinar la razén por la cual
puede haber patrones de reactividad de PTEN funcional en el epitelio de
endom etrios proliferativos y en el estroma de dos endometrios. En particular se
recomienda investigar si los endom etrios hiperplasicos y las lesiones estrom ales,

como el nédulo del estroma endom etrial tienen algdn cambio en la expresion del
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PTEN. En la bibliografia investigada, no habia mencién sobre mutaciones en el

. 75 76 77
PTEN en lesiones estrom ales L.

Se pudo observar una ausencia total de reactividad del HER2/Neu en todos los
casos. Todas las células expresan el receptor HER2/Neu, pero el protocolo de
inmunohistoquimica usando el HERCEPTEST estéd disefiado solo para determ inar
aquellos casos en los que hay am plificacion delgen, pero incluye como categoria el
puntaje 1+ en elcualhay una reactividad débile incompleta alrededor de las células
tumorales mamarias, pero en este estudio de endom etrios normales no hubo en
absoluto ningun tipo de reactividad en patr6n membranoso.Como se discutié ya, la
presencia de reactividad citoplasm atica no es Utilen determinarla reactividad contra
elHER2/Neu. Como una nueva hip6tesis se podria sugerir una correlacién entre el
carcinoma seroso intraepitelial de endom etrio, la contraparte “in situ” del carcinom a
seroso de endom etrio’® para identificar la proporcién de reactividad en este tipo de
lesién lo que podria establecer un patrén para una identificacioén muy temprana del

carcinoma seroso de endom etrio.
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19. CONCLUSIONES

Usando el anticuerpo EP229 de ABCAM que tiene afinidad para las fracciones
fosforiladas T366 y S370 en la proteina PTEN activada porla PIK3,los patrones de

expresién mas prevalentes fueron:

-La ausencia de reactividad en el epitelio y en el estroma de los endom etrios de la

fase proliferativa.

- La reactividad en el epitelio y ausencia de reactividad en el estroma de los

endometrios en la fase secretora.

- La reactividad en el epitelio y ausencia de reactividad en el estroma de los

endom etrios en la fase menstrual.

Los patrones menores fueron la reactividad en el estroma de dos muestras,una en
la fase proliferativa y otra en la fase secretora, junto con la reactividad epitelial de

una muestraen la fase proliferativa y la ausencia de reactividad tanto en el estrom a

como en elepitelio de dos muestras en la fase proliferativa.

- Usando el clon K5204, el HER2/Neu no se observé expresion alguna en la
membranade las células epiteliales y estrom ales de los endom etrios norm ales. Esto

se correlaciona con la carencia de am plificacién delgen en un endom etrio norm al.

- La expresién citoplasm atica del HER2/Neu no tiene significado en determinar la

am plificacion delgen.

- El estroma endom etrial no es Util como controlinterno negativo cuando se usa el
clon EP229 de ABCAM, lo cual lo diferencia del clon 6H2.1 el cual presenta
reactividad contrala proteina, sin importar si se trata de la porcién activa, porlo que

el estroma endom etrial sirve de controlinterno.
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- Los resultados de este estudio requieren una correlacién con otro estudio de
variables similares, pero usando lesiones premalignas, como la hiperplasia

endom etrial con atipias y el carcinom a seroso intraepitelialde endom etrio.

- No hay diferencias en la expresion en la capa funcionaly basal del endom etrio

para ninguno de los dos marcadores.
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