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2. RESUMEN

El carcinoma seroso de bajo grado de ovario es una neoplasia poco frecuente que
afecta a mujeres jovenes y se diagnostica a menudo en estadios avanzados. A pesar
de su curso indolente, la respuesta a la quimioterapia convencional es limitada, lo
que resulta en una supervivencia a largo plazo reducida. El objetivo del estudio es
estimar la relacion entre la expresion de inmunohistoquimica de los receptores de
estrogeno y progesterona y la sobrevida en carcinoma seroso de bajo grado de
ovario. Se realizard un estudio observacional, descriptivo, en el que se incluiran
todos los bloques de tejido fijado en formol e incluido en parafina con diagnéstico
de carcinoma seroso de bajo grado de ovario del Hospital Cayetano Heredia entre
2010 y 2020. Se analizard la expresion de los receptores de estrogeno y
progesterona mediante inmunohistoquimica, utilizando dos sistemas de puntuacion,
el score Allred y H-score. El andlisis estadistico se realizara con el programa IBM
SPSS Statistics 25, utilizando pruebas de Chi-cuadrado, exacta de Fisher y Mann-
Whitney. La sobrevida global se estimard con el método de Kaplan-Meier y se
compararan con la prueba de Log-rank. Se utilizara el modelo de riesgos de Cox
para el analisis multivariante. Un valor de p < 0.05 se considerard estadisticamente
significativo.
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3. INTRODUCCION

Segun The Global Cancer observatory (GLOBOCAN) 2022, la tasa de incidencia
mundial de cancer de ovario es de 6.7 por 100 000 mujeres y la tasa de mortalidad
es 4 por cada 1000 habitantes y en Latinoamérica, el Peru presenta una tasa de
incidencia de 5.8 con 1164 casos nuevos y una tasa de mortalidad de 3.6 con 742
fallecidas(1), lo que refleja una alta letalidad; sin embargo, no discrimina si se debe
al carcinoma seroso de bajo grado, alto grado, mucinoso, endometrioide, entre
otros. Se estima que 3% de los carcinomas de ovario son carcinomas serosos de
bajo grado (CSBGO) (2).

La histopatologia se caracteriza por proliferacion epitelial atipica con invasion
estromal donde puede haber reaccion desmoplésica. Los patrones arquitecturales
mas frecuentes son el micropapilar y el de pequefios nidos. Es comun la presencia
de cuerpos de Psammoma y menos frecuente, la necrosis. Las caracteristicas
citoldgicas son: la presencia de atipia nuclear de bajo grado (<3 veces el tamaio del
nuicleo) con nucléolo prominente y < 12 mitosis en 10 campos de alto poder (2,3).
Los estudios de inmunohistoquimica que muestran positividad a esta neoplasia son
los receptores de estrogeno y progesterona (RE y RP respectivamente), sin
embargo, el rango de positividad puede variar y esto puede repercutir en el
tratamiento del paciente (2,3).

El CSBGO tiene un histotipo independiente ya que presenta una patogénesis
diferente al carcinoma seroso de alto grado. Actualmente, la hipotesis es que esta
neoplasia aparece de novo o de un tumor seroso borderline previo(4,5). Existen dos
vias de sefializacion importantes en el cancer: la via PI3K/AKT y la via RassMAPK.

Ambas vias estan conectadas en la mediacion de sefiales desde los receptores de



tirosina quinasa (TRK) a las proteinas efectoras intracelulares y reguladores del
ciclo celular. Por una serie de mecanismos moleculares de dimerizacion y
fosforilacion, los tirosina kinasa activan Ras y este a su vez actiia sobre los
receptores de estrogeno(6). Desde el punto de vista genomico, 50% de tumores con
CSBGO presentan alteraciones en la via MAPK(4). En una cohorte coreana, el
perfil molecular reveld que las mutaciones excluyentes méas comunes en CSBGO
eran KRAS (8.7%) y BRAF (7.5%) (7). Segtin la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) la patologia molecular en esta entidad no es clinicamente relevante(3), sin
embargo, con las terapias dirigidas esto podria cambiar, lo que puede significar una
mayor sobrevida a los pacientes, en especial en el carcinoma metastésico.

Los receptores de estrogenos (RE) y los receptores de progesterona (RP) son
receptores nucleares de factores de transcripcion que median la expresion génica(8),
los RE interactian con los receptores de tirosina kinasa lo que sostendria la
proliferacion celular ilimitada de las células tumorales(6). Por otro lado, se ha
estudiado muy breve las funciones de la progesterona con respecto al estrégeno. En
el endometrio, se ha descubierto que después de la ovulacion reduce el numero de
receptores de estrogeno (9). Los RE cumplen un papel importante en la patogénesis
del CSBG(5). Los RE son positivos entre el 50-90% de los casos y los RP, entre el
40y 50% de los casos(10,11), porcentajes bajos en comparacion con los carcinomas
de mama(12). En un estudio, se encontré que el 64%, 32% y 4% de los casos fueron
RE positivo/RP negativo, RE positivo/RP positivo y RE negativo/RP negativo
respectivamente (13). Los receptores hormonales son propuestas para tratamientos
dirigidos como el uso de inhibidores de aromatasa y, en algunos casos, tamoxifeno,

ya que pueden mejorar la sobrevida del paciente. No obstante, segiin Fernandez et



al. concluyeron que RE no tuvo efecto significativo en la supervivencia libre de
progresion, a diferencia de RP; ademas la expresion de RE/RP varia con el tiempo
y la expresion de RP estan ausente en los CSBG recurrentes(10).Ademas, otros
estudios mencionan que los receptores hormonales no demuestran un impacto
global significativo en la supervivencia de los carcinomas de ovario(14). Sin
embargo, en un metaanalisis, encontraron que los receptores de estrogeno se
asocian significativamente con una mejor supervivencia de las pacientes con cancer
de ovario, especificamente de las isoformas ERa y de Erf, pero estos dependen
significativamente de la eleccion de clones de anticuerpos RE especificos utilizados
en el andlisis de inmunohistoquimica(11). Asimismo, los puntos de corte utilizados
en los estudios no estan estandarizados universalmente en CSBGO.

En el CSBGO, el tratamiento es principalmente quirurgico (15,16). Asimismo, se
utiliza quimioterapia adyuvante, aunque la respuesta es relativamente baja al
tratamiento estandar(17). Segin Nacional Comprehensive Cancer Network
(NCCN), el tratamiento para estadio II-IV es la terapia sistémica, como
quimioterapia o la terapia hormonal. Dentro de la quimioterapia, la terapia sistémica
primaria consta del uso de paclitaxel/carboplatino o paclitaxel/cisplatino y la terapia
de mantenimiento es con letrozol. El tamoxifeno no estd recomendado en este tipo
de carcinomas(18). En otros estudios, donde la terapia hormonal se us6 como
tratamiento de mantenimiento frente a la vigilancia se encontr6 que no hubo
diferencia en la supervivencia global (102,7 frente a 115,7 meses)(19). En otro
estudio, de Fader et al.(13), que usaron monoterapia hormonal postcitoreduccion,
la supervivencia libre de progresion y la supervivencia global a 3 afios fueron del

79% y el 93%, respectivamente.



Los estudios moleculares son de alto costo econdomico y, en el Perd, muy pocos
hospitales cuentan con este estudio, por ese motivo se recurren a métodos indirectos
como la inmunohistoquimica. Asimismo, se estima que la tasa de supervivencia
global a los 5 afios es de 85.9% y a los 10 afos es aproximadamente del 50% (2,7).
A pesar de los avances en la comprension molecular de este tumor, aun no se
dispone de biomarcadores robustos que orienten la toma de decisiones terapéuticas
individualizadas(4). Este estudio, en futuras observaciones, permitira estratificar a
las pacientes segun riesgo de progresion o fallecimiento, identificar subgrupos que
podrian beneficiarse de terapias hormonales, mantenimiento u otros enfoques
personalizados y optimizar el uso de recursos, especialmente en entornos de
recursos limitados, al focalizar el seguimiento intensivo o terapias adyuvantes en
quienes tienen peor pronostico. La pregunta de investigacion es ;Cudl es la relacion
entre la expresion de inmunohistoquimica de los receptores de estrogeno y
progesterona y la sobrevida en carcinoma seroso de bajo grado de ovario?
4. OBJETIVOS
Objetivo general
e Estimar la relacion entre la expresion de inmunohistoquimica de los
receptores de estrogeno y progesterona y la sobrevida en carcinoma seroso
de bajo grado de ovario.
Objetivos especificos
e Determinar las muestras positivas para receptores de estrégeno en las
muestras de carcinoma seroso de bajo grado de ovario.
e Determinar las muestras positivas para receptores de progesterona en las

muestras de carcinoma seroso de bajo grado de ovario.



5. MATERIAL Y METODO
a) Disefio del estudio: Estudio observacional, descriptivo.
b) Poblacion: Todos los bloques de tejido fijado en formol e incluido en parafina
de muestras con diagnostico de carcinoma seroso de bajo grado de ovario junto con
los informes de anatomia patologica en el Hospital Cayetano Heredia, 2010-2020.
Criterios de inclusion

e Muestras suficientes para estudios de inmunohistoquimica
Criterios de exclusion

e Material no encontrado en archivo

e No se puede observar el estado vital en Sistema Informatico Nacional de

Defunciones (SINADEF)

¢) Muestra: Todos los bloques de tejido fijado en formol e incluido en parafina de
muestras con diagnostico de carcinoma seroso de bajo grado de ovario junto con
los informes de anatomia patoldgica en el Hospital Cayetano Heredia, 2010-2020
(muestreo no probabilistico por conveniencia).
d) Definicion operacional de variables:
Anexo 1.
e) Procedimientos y técnicas:
Se recolectara la informacion de los informes de anatomia patologica mediante una
ficha de recoleccion de datos (Anexo 2). Las variables solicitadas son nimero de
identificacion (DNI/CE), edad y fecha de diagnostico histopatolégico. Se asignara
un codigo a cada caso y la autora es la Uinica con acceso a esta informacion.
Se obtendra la fecha de defuncion mediante la identificacion del estado vital en el

Sistema Informatico Nacional de Defunciones (SINADEF).



La ficha de datos serd impresa en hojas bond. El llenado de la ficha de datos y la
transcripcion del mismo al programa estadistico sera realizado por la autora.

Para lo estudios en Hematoxilina-eosina y de inmunohistoquimica

Se evaluara las laminas con las que se realiz6 el diagnostico inicialmente, en el caso
de que no estén bien preservadas, se realizard secciones delgadas de 4um de espesor
de bloques de tejido del tumor, fijados con formalina e incluidos en parafina y luego
seran colocados en un horno a 60° durante 30 min y luego se desparafinaron
lavandolos en xileno durante 30 min. Posteriormente, se recogeran en portaobjetos
de vidrio y tefiirdn con Hematoxilina-eosina (H&E) para ser evaluadas.

Para las pruebas de inmunohistoquimica, posterior a la desparafinizacion inicial,
los portaobjetos se rehidrataron sumergiéndolos en diluciones descendentes de
alcohol (100%, 90%, 80% y 70%) durante 5 min en cada dilucién. Posteriormente,
las secciones se trataron con perdxido de hidrogeno al 0.3% durante 10 min para
bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena y evitar el fondo inespecifico,
seguido de cuatro lavados con solucion salina tampon fosfato. Para la recuperacion
del antigeno, los portaobjetos se mantuvieron en tampon citrato 10mM (PH = 6) y
se colocaron en un microondas a 90 °C durante 15 min y se dejaron enfriar. Luego,
los portaobjetos se lavaron con solucidn salina tampoén fosfato cuatro veces.

Las secciones de tejido luego se incubaron con anticuerpos primarios segun
protocolo optimizados (Ventana-Roche): el anticuerpo monoclonal CONFIRM
anti-ER (SP1) que detecta la presencia del receptor de estrégeno alfa humano
(RE)(12), el anticuerpo CONFIRM anti-PR (1E2) que detecta las isoformas Ay B

del receptor de progesterona humano (PR).



Después de eso, todos los portaobjetos se incubaron con anticuerpo secundario;
polimero polivalente-HRP (sky-Tec) durante 10 min para cada paso, seguido de
cuatro lavados con solucion salina tamponada con fosfato. Luego, los tejidos se
trataron con cromégeno de diaminobencidina (cromégeno DAP) durante 10 min.
Finalmente, las secciones se trataron con hematoxilina de Mayer como tincién de
contraste durante 2 min. Los portaobjetos se lavaron con agua del grifo, se
deshidrataron mediante diluciones seriadas de alcohol, se lavaron con xileno, y
montado con balsamo de Canada.

Todas las muestras patologicas de ovario recolectadas durante la cirugia seran
analizadas por dos anatomopatologos cualificados de acuerdo con las pautas de la
Clasificacion Internacional de Tumores de Ovario de la Organizacion Mundial de
la Salud vigente(3) y el Colegio Americano de Patologos (20). Previamente se
realizara un estudio piloto de 20 muestras para analizar la concordancia en los
estudios de biopsia e inmunohistoquimica (coeficiente Kappa de Cohen esperado:
0.6-0.8). Uno de los dos patologos observara las laminas en H&E y seleccionar el
bloque representativo para realizar los estudios de inmunohistoquimica. Las
discrepancias para escoger el area tumoral seran resueltas por consenso. Las
laminas de inmunohistoquimica se evaltan junto a la [dmina en H&E. La lectura de
los estudios de inmunohistoquimica sera realizada por los dos anatomopatologos,
ciegos a los datos clinicos, las discrepancias seran resueltas por un tercer
anatomopat6logo cualificado.

Para la interpretacion de los estudios de inmunohistoquimica

Debido a que no existe un punto de corte universalmente aceptado para RE y RP en

CSBQG, el presente estudio adopt6 dos sistemas de puntuacion basado en la literatura



mas consistente disponible. La expresion de receptores de estrogeno y progesterona
tienen patron de tincion nuclear. En el estudio de Fernandez et al.(10), usaron el
sistema de puntuacion de Allred, usado para carcinomas de mama, para evaluar
CSBG ovaricos donde se mide por la proporcion de células tefidas, asignandose
una puntuacion de la siguiente manera, 0 (ninguna célula tumoral tefiida), 1 (menos
de 1%), 2 (1-10%), 3 (11-33%), 4 (34-66%) y 5 (67-100%). Ademas, se evalia la
intensidad de tincién y se clasifica del 0 al 3, donde O (ninguna célula tumoral
tefiida), 1 (tincion débil), 2 (tincion moderada) y 3 (tincidon intensa). Las
puntuaciones de proporcion e intensidad se suman para obtener una puntuacion total
entre 0 y 8. Ademas, los RE se califico en grupos de acuerdo a con la puntuacion 8:
Alto, 7: Intermedio y <7: Bajo, y los RP, 6 a 8: Alto, 2 a 5: Intermedio y <2: Bajo.
El segundo sistema que se propone estudiar es el H-score(21) usado en carcinomas
invasivos de mama, que mediante una féormula donde se multiplica de la proporcion
de nucleos positivos como porcentaje (0 - 100) e intensidad (0 - 3) de células
tumorales RE y RP positivos, dan un resultado entre 0 y 300. Se clasifico como 0-
49: Negativo, 50-99: Débilmente positivo, >100: Positivo.

f) Aspectos éticos del estudio:

Se solicitara autorizacion y aprobacion a las autoridades competentes, a la oficina
de Apoyo a la Docencia e Investigacion del Hospital Cayetano Heredia y al comité
de ética institucional, para el desarrollo de la investigacion, asi como al jefe del
Servicio de Anatomia Patologica. Los datos personales de los pacientes en el marco
de la Ley de proteccion de datos y la Declaracion de Helsinki seran de uso para el
estudio y se mantendran en confidencialidad, se les asignard un cédigo a cada caso

y solo el autor tendra acceso a la informacion. La autora conocera el DNI del
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paciente a fin de buscar la informacion de sobrevida y que para todos los demas
efectos se trabajara con los respectivos codigos como identificacion. La evaluacion
de los receptores hormonales por inmunohistoquimica serd considerada como un
examen complementario dentro del estudio de la enfermedad, y su resultado sera
emitido como una ampliaciéon del informe anatomopatoldgico previamente
reportado, garantizando que la informacion obtenida pueda ser conocida por el
paciente y/o su médico tratante, especialmente en casos positivos por los posibles
beneficios para el tratamiento. Debido a la naturaleza del proyecto, no serd
necesario solicitar consentimiento informado y la ejecucion del mismo se realizard
tras la aprobacién del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

g) Plan de analisis:

El anélisis estadistico sera realizado en el programa de Microsoft Excel 2019 e IBM
SPSS Statitics 25 para Mac. Para el procesamiento y andlisis estadistico de los datos
se utilizard las técnicas estadisticas descriptivas y analiticas. Para variables
numéricas, los datos se presentaran como media con desviacion estandar y para
variables categdricas, se expondran como numeros y porcentaje.

Se utilizaran la prueba t de muestras independientes, la prueba de chi-cuadrado de
Pearson, la prueba exacta de Fisher para determinar si existe una relacion
significativa estadisticamente entre las caracteristicas clinicopatoldgicas, el estado
del receptor de estrogeno y el estado de los receptores de progesterona en pacientes
con carcinoma seroso de bajo grado de ovario. Los datos continuos se analizaron
mediante la prueba de Mann-Whitney. Las probabilidades de supervivenvia global

se estimaran mediante el método de Kaplan-Meier, y las curvas se compararan
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mediante la prueba de log-rank. Se utilizara el modelo de riesgos de Cox para

identificar las variables que predijeron la sobrevida global. Las variables para las

que p <0,1 en el analisis univariante de Cox se incluirdn en el analisis multivariante

de Cox. Las diferencias fueron significativas cuando p < 0.05.
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7. PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

El proyecto serd financiado por la autora.

Materiales Cantidad | Precio unitario Total
(S/.) (S/.)

Salarios
Asesor del proyector 1 0.0 0.0
Autor del proyecto 1 0.0 0.0
Patologos 3 0.0 0.0
Fotocopias de fichas 100 0.20 20
Grampas 2 cajas 2.50 5.00
Folder manila 20 1.00 20
Impresiones 500 hojas 0.50 250
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Equipos e instrumentos

Calculadora 1 10.00 10.00
Perforadora 1 10.00 10.00
Emgrapadora 1 20.00 20.00
Computadora 1 100.00 100.00
Tiempo de uso de computadora | 60h/mes 5.00 por hora 300.00
Estudios de inmunohistoquimica | 100 react. 50 5000.00
Transporte
Movilidad y transporte 50.00
Total 5785.00
Cronograma:
2025 2026 2027 2028
Actividad Set | Oct- | Ene- | Abr- | Jul- | Ene- | Abr- | Jul- [ Oct- | Ene
Dic [Mar |Jun |Dic |Mar |Jun |Set |Dic
Planificacion y X X
elaboracion del
proyecto
Presentacion y X
aprobacion del
proyecto
Recoleccion de X X X X X X X
datos
Seguimiento
Procesamiento y
analisis de datos
Informe final X
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Anexo 1. Operacionalizacion de variables

Variable

Definicion

Medicion

Tipo de

variable

Indicador

Edad

Tiempo transcurrido en
anos desde el
nacimiento hasta el
momento

Anos

De razén
Continua

No aplica

Mortalidad

muertes
en

Todas las
reportadas una
determinada poblacion
en un periodo de

tiempo

Identificacion de
pacientes en el
SINADEF mediante
su DNI

Nominal
Dicotémica

Viva
Fallecida

Sobrevida
general

Proporcién de personas
que permanecen con
vida dentro de un
grupo evaluado a lo
largo de un periodo, es
decir, el porcentaje de
individuos que estaban
vivos al inicio del
seguimiento y
continlan con vida al
finalizar el intervalo de

observacion

Identificacion de
pacientes en la
SINADEF mediante
su DNI

Continua

Tiempo de anos de

vida

Receptores
de estrogeno
(Score  de
Allred)

La
inmunohistoquimica

de  receptores  de
estrogeno se mide por
sistema de

expresion

un
puntuacion

semicuantitativo  que
evalia intesidad vy
porcentaje de nucleos

positivos

Se mide por la
proporcion de células
tefiidas, asignandose
una puntuacion de la
siguiente manera, 0
(ninguna célula
tumoral tenida), 1
(menos de 1%), 2 (1—
10%), 3 (11-33%), 4
(34-66%) y 5 (67—
100%). Ademads, se
evalua la intensidad
de tincion y se
clasifica del 0 al 3,

donde 0 (ninguna
célula tumoral
tefiida), 1 (tincidén

Ordinal

8: Alto
7: Intermedio
<7: Bajo
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débil), 2 (tincion
moderada) y 3
(tincidn intensa).

Receptores | La expresion | Se mide por la | Ordinal 6 a 8: Alto
de inmunohistoquimica proporcion de células 2 a 5: Intermedio
progesterona | de  receptores  de | tefiidas, asigndndose <2: Bajo
(Score  de | progesterona se mide | una puntuacion de la
Allred) por un sistema de | siguiente manera, 0
puntuacion (ninguna célula
semicuantitativo que | tumoral tefiida), 1
evalua intensidad y | (menos de 1%), 2 (1-
porcentaje de ntucleos | 10%), 3 (11-33%), 4
positivos (34-66%) y 5 (67—
100%). Ademads, se
evalua la intensidad
de tincion y se
clasifica del 0 al 3,
donde 0 (ninguna
célula tumoral
tefiida), 1 (tincidén
débil), 2 (tincion
moderada) y 3
(tincidn intensa).
Receptores | La expresion | Se  obtiene de la | Ordinal 0-49: Negativo
de estrogeno | inmunohistoquimica multiplicacion de la 50-99: Débilmente
(H-score) de  receptores  de | proporcion como positivo
estrogeno se mide por | porcentaje (0 - 100) e >100:
un sistema de | intensidad (0 - 3) de positivo
puntuacion células tumorales ER
semicuantitativo  que | positivas % de células
evalia intensidad y | tumorales con tincion
porcentaje de nucleos | débil x 1 + % de
positivos células tumorales con
tincion moderada x 2
+ % de células
tumorales con tincién
fuerte x 3
Receptores | La expresion | Se  obtiene de la | Ordinal 0-49: Negativo
de inmunohistoquimica multiplicacion de la 50-99: Débilmente
progesterona | de  receptores  de | proporcion como positivo
(H-score) estrogeno se mide por | porcentaje (0 - 100) e >100:
un sistema de | intensidad (0 - 3) de positivo
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puntuacion
semicuantitativo
evalua

positivos

que

intensidad y
porcentaje de nucleos

células tumorales ER
positivas % de células
tumorales con tincion
débil x 1 + % de
células tumorales con
tincion moderada x 2
+ % de células
tumorales con tincion
fuerte x 3

Anexo 2. Instrumento de recoleccion de datos

Codigo asignado:

1

2

3

4. Datos del seguimiento

. DNI del paciente:

.Edad: __ afos

. Diagnostico histopatologico:

Fecha de diagndstico histopatolégico: /

Estado vital:

Fecha de defuncion:

Viva (__ ) Fallecida ()

/02
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