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RESUMEN

Entre el 5 % al 10 % de los tumores de ovario y mama
son atribuidos a mutaciones heredadas en el gen BRCAI,
que codifica una proteina con el mismo nombre, BRCAI.
OBJETIVO: Evaluar la expresion de proteina BRCAI a
través de la técnica de inmunohistoquimica, en mujeres
con neoplasias epiteliales de ovario diagnosticadas en el
Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio” Valencia,
Venezuela,en el periodo 2001-2014. METODO: Serealizé
un estudio de tipo descriptivo, transversal, de campo y
retrospectivo. Se estudio la expresion de proteina BRCAI
utilizando lainmunohistoquimicaen 97 tumores epiteliales
de ovario (54 benignos y 43 malignos). RESULTADOS:
El1 94 % de los tumores benignos presentaron disminucion
de expresion de la proteina en el nicleo y citoplasma de
las células ovdricas, por su parte, en los tumores malignos
fue de 75 %. CONCLUSION: Nuestro estudio demuestra
que la inmunohistoquimica mostré ser una técnica capaz
de detectar satisfactoriamente la expresién nuclear y
citoplasmética de BRCAI. La validacién de los resultados
obtenidos, requiere estudios de biologia molecular para
complementar los objetivos alcanzados a través de la
inmunohistoquimica.
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SUMMARY

Between 5 % to 10 % of the breast and the ovarian tumors
are attributed to inherited mutations in the BRCA1 gene,
which encodes a protein with has the same name, BRCA1.
OBJECTIVE: To evaluate the expression of the BRCA1
protein through the immunohistochemistry procedure, in
women with the epithelial ovarian neoplasms diagnosed
at the Institute of Oncology “Dr. Miguel Perez Carreno”
of Valencia, in Venezuela country, during the period from
2001 to 2014. METHOD: Is a descriptive study, cross
sectional and retrospective field was performed. The
BRCAT1 expression using immunohistochemistry protein
in 97 epithelial ovarian tumors (benign 43 and malignant
54) was studied for us. RESULTS: In 94 % of the benign
tumors had decreased protein expression in the nucleus
and the cytoplasm of the ovarian cells, meanwhile, in the
malignant tumors was 75 %. CONCLUSION: Our study
demonstrated that the immunohistochemistry was shown
to be a technique capable of successfully detecting the
nuclear and the cytoplasmic expression of the BRCA1. The
validation of the results obtained, requires for molecular
biology studies to complement the objectives achieved
through the immunohistochemistry.
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INTRODUCCION

I cancer de ovario representa la

séptima neoplasia méas recurrente

en las mujeres y es el segundo

cancer ginecoldgico mas comun,

responsable de aproximadamente
140 000 muertes al afio en todo el mundo @.
En Venezuela, ocupa la tercera posicién en la
esfera ginecoldgica @. Las lesiones derivadas
del epitelio ovérico, representan las dos terceras
partes de todos los tumores primarios de ovario ®.
Entre el 75 %-85 % de las lesiones derivadas del
epitelio presentan un comportamiento benigno,
el resto tiene una conducta incierta y otros se
malignizan con el tiempo “.

Actualmente, se desconoce exactamente
cudles son las causas de lamayoria de los tumores
de ovario, sin embargo, se considera un origen
molecular en el interior de las propias células y
unorigenexterno,cuyainiciaciény desarrollo se
relacionan con diversos factores, como la edad,
nuliparidad, infertilidad, estrégenos, herencia
y medio ambiente, quienes constituyen algunos
de los factores etiolégicos independientes para
el desarrollo de esta patologia ©“'.

Aproximadamente, del 5 % al 10 % de todos
los casos de cédncer de ovario son atribuidos
a sindromes hereditarios con transmision
autosOémica dominante asociado a la mutacién
en los genes BRCA I y BRCA 2 (Breast
Cancer, por sus siglas en inglés), ambos son
los factores de riesgo genético conocidos mas
estrechamente asociados al cdncer de ovario y
mama. Las mujeres con una mutacién BRCA/
tienen unriesgo aproximado del 12 %-60 % para
desarrollar cancer de ovario, en comparacion
con el riesgo general de la poblacién el cual es
de aproximadamente 2 % ?.

BRCAI (localizado en el cromosoma 17) y
BRCAZ2 (cromosoma 13), pertenecen al grupo de
los genes supresores de tumores, cuya funcién
clave es el mantenimiento de la integridad del
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4cido desoxirribonucleico (ADN). Estos genes
codifican proteinas, las cuales estan implicadas en
lareparacion deroturas del ADN de doble cadena.
Asimismo, son miembros de unacomplejared de
proteinas asociadas a multiples funciones, como
laregulacion de la transcripcion, remodelado de
lacromatina,control del ciclo celular,regulacién
de centrosomas, induccién de la apoptosis y
ubiquitinizacion, entre otros 7'¥. De modo que
la inhibicién del BRCAI causa un aumento de
la proliferaciéon de células del epitelio ovérico
tanto normales como cancerosas (417,

En la actualidad, la reaccién en cadena de
la polimerasa y la secuenciaciéon del ADN son
los métodos ideales para la evaluacién del gen
BRCA. Sinembargo, estos andlisis son costosos,
loque hadeterminado el empleo de otras técnicas,
como por ejemplo, la inmunohistoquimica
(THQ) @¥2D_ Finalmente, el propdsito de esta
investigacion fue evaluar la proteina BRCAI en
matrices de tejidos a través de la IHQ en mujeres
con tumores epiteliales benignos y malignos de
ovario, considerando que no se han divulgado
estudios en el pais sobre la expresién del gen
BRCAI en mujeres con cancer o con patologia
oviérica benigna.

METODO

Serealizé un estudio descriptivo, transversal,
de campo y retrospectivo. Se conformd una
muestra no aleatoria, de tipo intencional, con
seguimiento en el Instituto de Oncologia “Dr.
Miguel Pérez Carreiio” (IOMPC) de Valencia,
Venezuela,entre los afios 2001-2014,de acuerdo
a los siguientes criterios de inclusién: a. Sexo
femenino b. Diagndstico de lesiones benignas
(serie benigna) o malignas (seria maligna)
epiteliales de ovario. c. Disponibilidad de las
preparaciones histolégicas y bloques de parafina
respectivos correspondiente al diagndstico inicial
enelarchivodel Servicio de Anatomia Patolégica
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del Instituto.

Para la realizaciéon de la investigacion,
se contd con la aprobaciéon del Comité de
Etica y de la Comisién de Investigacién del
IOMPC. Asimismo, se obtuvo el dictamen
inicial favorable de la Comisién de Bioética
y Bioseguridad del Centro de Investigaciones
Médicas y Biotecnoldgicas de la Universidad
de Carabobo (CIMBUC).

Construccion de la matriz de tejidos. Las
muestras tisulares se fijaron en formol y se
incluyeron en parafina siguiendo los métodos
convencionales. De los bloques de parafina,
se obtuvieron secciones histologicas de 4 um
de espesor que posteriormente se colorearon
con hematoxilina-eosina. Se revisaron las
preparaciones histolégicas y se seleccionaron
cuidadosamente las zonas con tumor, marcando
esas mismas areas en el bloque de parafina, a fin
de construir las matrices de tejido.

Las matrices de tejido y la IHQ se realizaron
en el CIMBUC, siguiendo el siguiente
procedimiento: se prepararon los bloques
receptores o bloques Unicamente de parafina.
Seguidamente, se ubicd la serie de bloques
donantes y separaron en grupos. En cada tumor
se seleccionaron dos zonas diferentes en el
bloque de tejido (bloque donante). Se establecid
el orden de estos bloques en una planilla que
sirvié después para su lectura en el microscopio.
Luego, se realizé el troquelado de los bloques.

Con la aguja hueca se extrajo un cilindro de
parafina del bloque receptor dejando el espacio
donde se introducen los cilindros obtenidos de
los bloques donantes. Con otra aguja de menor
calibre se obtuvo el cilindro con el material
de la zona marcada del bloque donante que se
introdujo en el bloque receptor. Los cilindros
fueron colocados al mismo nivel que el bloque
de parafina para facilitar el corte de todos ellos.
Al culminar el proceso de troquelado de todos
los bloques, se llevé el nuevo bloque en la estufa
a una temperatura de 45° durante 5 min para que
la parafina de los cilindros y del bloque receptor
se amoldaran y la superficie se alisara (Figura
1). Finalmente, se procedi6 a realizar la técnica
de THQ.

Inmunohistoquimica. Se utilizé el método
inmunohistoquimico de la estreptavidina
biotina-peroxidasa, con el sistema Immunon
de DakoCytomation® segin el protocolo
indicado por la casa comercial. Luego de la
desparafinacion e hidratacién de las muestras,
la recuperacidn antigénica se realizé en bafio de
agua (Isotemp Water Bath, modelo Isotemp 205,
Fisher Scientific®), colocando las preparaciones
en vasos coplin con buffer citrato a pH 6 por
40 min, precalentado a 95-99°C. Una vez
terminada larecuperacién antigénica, se efectud
la incubacién con el anticuerpo monoclonal
primario BRCAI (clon MS110), previamente
diluido con la solucién Van Gogh Yellow. Las

S bdentifica y marca ol dres tumonsl de
intenés en la prepanscide histologica

en blogue de parafina

. |
- Semarca ¢ drea temoral cosvespondiente

Ereanblaje de matriz de tefidos: S extrae un segmento de lejido
il blogus denante v 5 inserta on blogus receplor

Figura 1. Representacion esquematica de la construccion de matrices de tejidos.
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muestras se lavaron con tampén fosfato salinoy se
afiadié el anticuerpo secundario conjugado. Por
dltimo, el revelado de la reaccién se realizé con
la aplicacion del cromégeno diaminobencidina
durante 5 min. Finalmente, se llevo a cabo la
contra tincién de las secciones tisulares con
hematoxilina.

Interpretacion de los resultados del estudio
inmunohistoquimico. Pararealizarla valoracion
de laexpresion de BRCA! en tumores de ovario,
se considerd los estdndares establecidos en
diversas publicaciones internacionales ©*25,
constituyendo un resultado positivo cuando
exista >10 % de inmunoexpresion nuclear y
refiriendo el resultado negativo cuando haya
expresion en <10 % en los nicleos de las células
tumorales. Diversos trabajos han indicado la
presencia de BRCAI en el citoplasma. En este
sentido, se considerard,deigual forma al marcaje
nuclear, un resultado positivo cuando exista
>10 % de inmunoexpresidén citoplasmaética y
negativo cuando ocurra expresion en <10 % de
los citoplasmas de las células tumorales.

Con una especificidad mayor al 90 %, en la
literatura se ha publicado una correlacion entre
la amplificacién del gen BRCAI utilizando
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
la expresion de BRCAI por IHQ. Asimismo,
la ausencia de amplificacién debido a un gen
anémalo (inducido por alteracién de lametilacién
del promotor del gen o por mutaciones) se ha
relacionado con una pérdida de la expresion de
la proteina utilizando el anticuerpo monoclonal
BRCAI (clon MS110) @323,

Analisis estadistico. El andlisis de los
datos recogidos se realizé mediante el paquete
estadistico SPSS versién 22 (IBM Statistical
Package for Social Sciences, Inc., Chicago,IL).
Losresultados fueron expresados en frecuencias
y porcentajes. Paraestablecerlaasociacion entre
la expresién inmunohistoquimica de BRCAI y
la ubicacion subcelular (nicleo y citoplasma) se
utilizé la prueba Chi Cuadrado, considerando
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significativos valores de P<0,05.

RESULTADOS

La edad media de las mujeres al momento de
diagndstico para la serie benigna fue de 43,11
afios (rangode 15-79 afios). Un41 % teniamenos
de 40 afios y un 59 % igual o mas de 40 afios
(Cuadro 1). Por su parte, en la serie maligna la
media fue de 52,84 afios (rango de 25-79 afios).
El 81 % de estas poseia una edad superior o igual
a 40 afios (Cuadro 2). En relacién al subtipo
histol6gico, el mas frecuente fue el seroso para
ambas series, benigna (80 %) y maligna (67 %).
Alguna de las mujeres incluidas en este estudio
poseian antecedentes familiares de cancer.

La Figura 2 y 3 muestran ejemplos
representativos de los patrones de expresion de
BRCAI en matrices de tejidos y utilizando la
inmunohistoquimica.

La expresion de BRCAI en los tumores
benignos y malignos de ovario se presenta en el
Cuadro 3. Mais de la mitad de todos los casos
benignos presentaron pérdida de la expresion
del gen (59 % y 57 % de nucleo/citoplasma,
respectivamente). En cambioenlaserie maligna,
menos de la mitad de los casos exhibieron
disminucion de la expresién del marcador (42 %
y 47 % de nicleo/citoplasma, respectivamente).

Cabe destacar, que la intensidad de la tincion
nuclear y en algunos casos citoplasmatica fue
homogénea y relativamente alta. Ademas, se
observé tincién nuclear en las células del estroma
y en los linfocitos de las secciones donde las
células tumorales no tenian tincién para BRCA/,
pudiéndose utilizar como control interno. Por
otra parte, como se evidencia en el Cuadro 4, en
29 de 54 casos de tumores benignos (94 %), hubo
unaexpresion nucleary citoplasmaéticanegativa,
asuvez,en los casos malignos la negatividad en
ambas localizaciones subcelulares se presenté en
el 75 % de los casos, con P<0,001.
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Cuadro 1. Caracteristicas clinico-patolégicas de la serie benigna.

Variable

Edad (afios): media (rango)

n (%)

43,11 (15-79)

Total de nimero de casos 54 (100)
Edad en afios <40 22 (41)
=40 32 (59)
Histologia Seroso 43 (80)
Mucinoso 8 (15)
Otros tipos 3(5
Antecedentes de familiares No 27 (56)
con cancer (n=48) Si 21 (44)
Antecedentes familiares de No 19 (92)
cancer de mama y/u ovario Si 2 (8)
(n=21)
Antecedentes familiares de cancer Primer grado 2 (100)
de mama y/u ovario Segundo grado 0(0)
(n=2)
Cuadro 2. Caracteristicas clinico-patolégicas de la serie maligna.
Variable n (%)
Edad (afios): media (rango) 52,84 (25-79)
Total de nimero de casos 43 (100)
Edad en aiios <40 8 (19)
>40 35 (81)
Histologia Seroso 29 (67)
Mucinoso 5(12)
Endometroide 5(12)
Otros tipos 4 (9)
Antecedentes de familiares
con cancer (n= 39) No 27 (69)
Si 12 (31)
Antecedentes familiares de
cancer de mama y/u ovario (n= 12) No 6 (50)
Si 6 (50)
Antecedentes familiares de
cancer de mama y/u ovario (n= 6) Primer grado 2 (33)
Segundo grado 4(67)
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Figura 2. Expresion de BRCAI1 por IHQ en matrices de tejidos. Serie benigna: (A) Citoplasma negativo,
ndcleo negativo. (B) Citoplasma negativo, nicleo positivo. (C) Citoplasma positivo, nidcleo negativo y (D)
Citoplasma positivo, nicleo positivo. Aumento original de 200x.

Figura 3. Expresion de BRCA1 por IHQ en matrices de tejidos. Serie maligna: (A) Citoplasma negativo,
ntcleo negativo. (B) Citoplasma negativo, nicleo positivo. (C) Citoplasma positivo, nicleo negativo y (D)
Citoplasma positivo, nicleo positivo. Aumento original de 200x.
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Expresién de BRCAI por

Nuclear

[n (%)]

Citoplasmatica

Cuadro 3.
inmunohistoquimica.
Serie Resultado
Benigna Negativo
Positivo
Total
Maligna Negativo
Positivo
Total

32 (59)
22 (41)
54 (100)
18 (42)
25 (58)
43 (100)

31 (57)
23 (43)
54 (100)
20 (47)
23 (53)
43 (100)

Cuadro 4. Relacién de la localizacion de BRCAI con su expresion por inmunohistoquimica.

[n (%)]

Citoplasmadtica
Serie Localizacién Resultado Negativo Positivo P
Benigna Nuclear Negativo 29 (94) 3(13) 0,001
Positivo 2 (6) 20 (87)
Total 31 (57) 23 (43) 54 (100)
Maligna Nuclear Negativo 15 (75) 3(13) 0,001
Positivo 5(25) 20 (87)
Total 20 (47) 23 (53) 43 (100)
DISCUSION diagnéstico de cancer fue de 52,84 afios. Estos

Ladeteccién de la disminucién de la proteina
BRCAI en tumores de ovario tiene un valor
prondstico y terapéutico para las mujeres que
lo padecen, por ende, recientes investigaciones
certifican la factibilidad del uso de laIHQ como
un método mds econdémico y rdpido para la
evaluacién de la expresion de esta proteina, en
comparacion con las técnicas actuales de analisis
del ADN @439,

Enrelacion alas variables clinico-patolégicas
incluidas en este estudio, se observa que la edad
media de las mujeres con tumores benignos fue
de 43,11 afios, mientras que para las mujeres con

hechos concuerdan con otras publicaciones en
donde la media se encuentra alrededor de los 40
afios para el diagnéstico de un tumor benigno y
entre 50 y 70 afnos para tumores malignos ¢,
Asimismo, segin Daly y cols. ®?, las neoplasias
de ovario hereditarias asociadas a mutaciones en
el gen BRCAI tienden a aparecer a una edad més
temprana que el cancer de ovario esporadico (es
decir,de 10 a 15 anos antes), sumado aello existe
el riesgo de padecer de otros tipo de tumores.
Lafrecuenciade los subtipos histolégicos para
ambas series fue similar a los encontrados en
diversas publicaciones, en donde predominaron
los tumores serosos @137, Miiltiples trabajos

Vol. 29, N© 2, junio 2017



Angel Fernandez y col. 119

sugieren que en el subtipo seroso se puede
demostrar una mayor pérdida de expresion
de BRCAI en comparacién con los otros
subtipos celulares ©». En contraste con estas
investigaciones, en este estudio se evidencid
que menos de la mitad de los casos malignos
mostraron pérdida de laexpresion de la proteina.
En la literatura consultada, no se encontro
referencias en relacién con la pérdida de
expresiondel gen BRCAI en los tumores serosos
de naturaleza benigna.

Los intentos de definir el significado
prondstico del estado de la mutaciéon BRCAI
en el cancer de ovario han producido resultados
contradictorios ¢34, En este trabajo, se observé
una mayor pérdida de expresion en los tumores
benignos con respecto a los malignos, lo que
coincide con Sirisabya y col. @, quiénes no
encontraron correlacién entre la expresion del
gen BRCAI y los tumores malignos. Por su
parte, en otros estudios como los de Pradjatmo
y cols. @7y Werness y col. “?, si encontraron
una relacidn entre estos ultimos.

Teniendo en cuenta el hecho que atin no
se tienen estudios preliminares publicados en
Venezuela respecto a la expresion de BRCA/
en la poblacién fémina venezolana, se requieren
otrasinvestigaciones con series mas grandes, para
llegar a conclusiones sobre su posible utilidad
prondstica y/o predictiva.

Ademas, con los resultados obtenidos en
este estudio no se puede concluir a priori que
la IHQ haya fallado en la deteccién del estado
de BRCAI, generando posibles falsos negativos,
debido a que es probable que en algunos casos
la causa de la ausencia de expresion sea debida
a la calidad del material histolégico. Para la
correcta interpretacion de los resultados, debe
contemplarse que se valord por primera vez la
proteina BRCA 1 enel CIMBUC, ladisponibilidad
de los reactivos era limitada para poder repetir
las reacciones; no se conté con estudios de
biologia molecular para poder corroborar los
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resultados de laIHQ, y en definitiva, los mismos
factores que influyen en el resultado de la IHQ
(fijacién de la muestra, almacenamiento de
las mismas, recuperacién antigénica, tipo de
anticuerpo, sistema de medicién y variabilidad
de interpretacién entre los observadores), los
cuales también pudieron incidir en los resultados
obtenidos G740,

En cuanto a la localizacion de BRCAI, se ha
descrito que puede encontrarse tanto en el nicleo
como en el citoplasma de las células epiteliales
ovdricas. La expresion exclusivamente nuclear
podria considerarse que representa el fenotipo
normal para el estado de BRCA1, debido a que
lalocalizacién habitual de esta es el nicleo de la
célula, en donde se encarga del mantenimiento
de la integridad del genoma, control del ciclo
celular, apoptosis y reparacion del ADN 942,
Sin embargo, en afios anteriores se creia que
BRCAI se encontraba solamente en el nicleo
y que la tincién citoplasmadtica era un artefacto
técnico. Actualmente, se sabe que debido a
las mutaciones que afectan al gen, la proteina
BRCAI no entra al nicleo, permaneciendo en
el citoplasma de la célula 4349,

En este estudio se encontré un porcentaje
importante de expresién de la proteina tanto en
el nicleo como el citoplasma, lo cual estd en
concordancia con algunos estudios anteriores
que utilizaron la IHQ “*49_ Por ejemplo, Saeed
y col. ®9 quiénes evaluaron la especificidad
y sensibilidad de la THQ como método de
cribado para la evaluacion de la expresion del
gen BRCAI, llegaron a la conclusioén de que
el anticuerpo monoclonal (clon MS110) era el
Unico anticuerpo cuya positividad se correlaciona
significativamente con los resultados de la
PCR ©9.

En la actualidad, existen posibles ventajas de
este andlisis en la practica clinica, considerando
que en las mujeres con cancer, una reduccion
de la expresion de la proteina BRCAI podria
estar asociada al desarrollo de cdncer de mama
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bilateral y de ovario, lo cual hace necesario el
monitoreo exhaustivo a fin de evitar futuras
complicaciones en las mujeres ya afectadas
con la enfermedad. Asimismo, la deteccion
de una posible mutacién del gen, permitiria
realizar la pesquisa de alteraciones genéticas
en los familiares, para la prevencién en estos,
contribuyendo de esta forma con la mujer y el
entorno familiar que la rodea G24549),
Finalmente, es necesario continuar
investigando las estrategias dirigidas a la
deteccion precoz de las neoplasias asociadas
a los genes BRCA. La validacién de los
resultados obtenidos en el presente trabajo,
requiere de estudios de biologia molecular para
complementar los objetivos alcanzados a través
de la IHQ, lo que probablemente permitira
avanzar en el establecimiento de una conducta
preventiva individualizada y aproximarnos a un
diagnéstico precoz de la enfermedad.
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