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Hernandez de Diego, KG
RESUMEN

Es importante conocer el estado del gen Her2/neu para determinar el prondstico y tomar decisiones en cuanto
al tratamiento con trastuzumab (Herceptin) en pacientes con cancer mamario. En nuestro hospital utilizamos
como prueba-tamizaje a la inmunohistoquimica (IHQ) para estudiar su sobre-expresion protéica. Es una
prueba sencilla y accesible; su baja especificidad se traduce en altos porcentajes de falsos-positivos. Se utiliza
la hibridacion in-situ fluorescente (FISH) como prueba confirmatoria®, considerado como estandar de oro.
Esta es muy sensible y especifica pero, es compleja, costosa, requiere de equipamiento especial para
fluorescencia y no se realiza en el hospital. Recientemente se sugiere una nueva metodologia para estudiar al
Her2/neu, como la hibridacién in-situ cromogeénica (CISH), que consiste en hibridar una sonda revelada por
una reaccion de peroxidasa (similar a IHQ); no requiere instrumental especial, de interpretacion rapida,
permite valoracién histoldgica y la sefial permanece.

Objetivo: Validar CISH como alternativa para FISH en el estudio de Her2/neu, realizar estudio piloto para en
un futuro contar con estas pruebas en nuestro hospital.

Metodologia: Se analizaron 36 tumores mamarios en parafina con resultado previo de FISH realizado por el
laboratorio de referencia. Se les realiz6 CISH, FISH e IHQ en nuestro hospital, de forma ciega.

Resultados: Se obtuvo buena correlacién entre FISH-referencia y CISH del 92%. La correlacion entre CISH y
FISH-experimental fue 97.2% (coeficiente kappa 0.93). Se encontrd 30.5% de falsos-positivos por IHQ.
Conclusion: CISH es una prueba mas sencilla, que FISH. CISH es una alternativa para FISH. Las IHQ

positivas deben confirmarse por CISH/FISH.

Palabras clave: CISH, FISH, inmunohistoquimica, Her2/neu, Her2, cancer de mama, México
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A. INTRODUCCION

Entre todas las neoplasias, el cancer de mama es el mas comun entre la poblacion femenina mundial,
con 1 millon de casos nuevos anuales, es la segunda causa de muerte entre mujeres de 40 a 50 afios
! En México, ocupa el segundo lugar después del cancer cervico-uterino?, siendo la segunda causa
de muerte entre las Mexicanas mayores de 40 afios 3#°°®7. Encontrandose en estadios avanzados en
el 60% de los casos ®°.

Los factores genéticos son causantes del 5-10% del cancer de mama, jugando un papel importante
en el inicio y progresiéon’®. Uno de los més estudiados es el protoncogén Her2/neu (Human
Epidermal Growth Factor-2 o c-erbB2) ubicado en el cromosoma 17q11.2-q12*, el cual presenta
una alteracion génica®?, amplificandose, y por ende sobre-expresando la proteina (Her2 o
pl85MERZMeYy 13 Eqta es un receptor de membrana que tiene una parte homéloga al EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor), ademas que comparten una actividad de tirosin cinasa®. La
presencia de amplificacion/sobrexpresion Her2/neu, se ha relacionado con un mal prondstico,
aneuploidia del DNA, mutacién del p53 y metastasis™. El 20-30% de los cénceres mamarios
presentan amplificacion del Her2/neu. Estudios latinos reportan este porcentaje hasta en un 28%*™.
Sin embargo se expresa infrecuentemente en carcinoma mamario tubular *’. El Her2/neu es factor

prondstico y es indispensable para la toma de decision sobre la terapéutica en el cancer mamario ***°

202122232425

Trastuzumab (Herceptin®, Roche Ltd, Basel, Switzerland), es un nuevo medicamento para el manejo
del cancer de mama, consiste en un anticuerpo monoclonal humanizado contra la parte extracelular
de la proteina Her2 2® %, Este inhibe la proliferacion de células tumorales que amplifican al
Her2/neu, sin los efectos secundarios (alopecia, mucositis, neutropenia) encontrados en la

|28

quimioterapia convencional®. Tiene un efecto sinérgico cuando es utilizado en combinacion con
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cisplatino y carboplatino, docataxel y radiacion ionizante, y efectos afiadidos cuando se utiliza con
doxorubicina, ciclofosfamida, metotrexate y paclitaxel %.

Se han utilizado varias metodologias de laboratorio para el estudio de las alteraciones del Her2/neu,
incluyendo Southern, Northern y Western blotting, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR,
Monopex y LightCycler)®® 3, PCR por transcriptasa reversa (RT)- PCR, ensayo enzimatico
inmunoabsorbente (ELISA)*, inmunoensayo enzimético (EIA), entre otros ******, La més utilizada
como prueba de tamizaje es la inmunohistoquimica (IHQ). Esta prueba es sencilla, rapida, accesible
y permite la valoracion de la histologia de la muestra. Detecta la sobre expresion del Her2 en la
membrana celular, por medio de un anticuerpo y una reaccién de peroxidasa, tifiendo a la membrana
de color café. La interpretacion va a depender de la cantidad de receptores en la membrana, y su
interpretacion corresponde a la siguiente equivalencia tedrica: <20,000 (0); 100,000 (1+); 500,000
(2+) y 2,300,300 (3+) **. Sin embargo, la IHQ tiene limitaciones, reportando del 3 al 15% falsos-
positivos ¥ %, Existen en el mercado varios anticuerpos para la deteccién, como el monoclonal
CBL11, policlonal R60, monoclonal 10H8, HercepTest tincion inmunoenzimatica; se han realizado
estudios comparativos obteniendo resultados controversiales 34044243

La hibridacion in situ fluorescente (FISH), el estandar de oro para la determinacion de la

amplificacion del Her2/neu 444047

, Se utiliza como prueba confirmatoria de los casos positivos por
IHQ. Este, por medio de la hibridacién, va a marcar al oncogén Her2/neu con una sonda que lleva
una sefal fluorescente en los nicleos celulares. Puede realizarse con 1 sonda naranja (marca al
Her2/neu. DAKO, Copenhagen, Denmark), o puede utilizar dos sondas simultaneamente, naranja y
verde (marca al Her2/neu y al centromero del cromosoma 17. Vysis-Abbot), haciendo sencilla la
distincion de una amplificacion verdadera de una aneuploidia. Los resultados son interpretados
segun el cociente de Her2/neu (sefiales naranjas) entre el cromosoma 17 (sefiales verdes). Si es >2 es

positivo, <2 es negativo. Tiene por desventaja que es una tecnologia compleja, requiere de

microscopio de epifluorescencia, objetivos especiales, filtros para fluorescencia multi-bandpass,
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camara digital (la fluorescencia se pierde en semanas), la mayoria de los pat6logos no estan
relacionados con la interpretacion por fluorescencia y es dificil la interpretacion de la histologia de
la muestra.

Recientemente se ha introducido la hibridacion in situ cromégena (CISH). Esta, detecta la
amplificacion de Her2/neu, por medio de una hibridacién con una sonda que se revela con un
cromdgeno (DAB) y una reaccion de peroxidasa. Estudios lo han considerado como alternativa para
FISH por su concordancia, y su similitud en cuanto sensibilidad y especificidad 84905152 53545556
ST 38396061 ‘ge gygiere que en amplificaciones leves debe ser confirmado por FISH ®2. Sus ventajas
radica en que es una metodologia sencilla, requiere de un microscopio de luz, la sefial no
desaparece, permite analizar la histologia, es mas barato que FISH, los patélogos estan
familiarizados con sefiales por inmunoreaccion ® % ® ® Estydios sugieren el uso de CISH como

calibrador de IHQ, o como control de calidad %% ™.
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MARCO TEORICO

a. Conceptos basicos

El ADN es la abreviatura del 4cido desoxirribonucleico. Constituye el principal componente del
material genético, junto con el ARN. Es el componente quimico primario de los cromosomas y el
material en el que los genes estan codificados. En las bacterias, el ADN se encuentra en el
citoplasma mientras que en organismos mas complejos, tales como plantas, animales y otros
organismos multicelulares, la mayoria del ADN reside en el ntcleo celular. Su funcién es codificar
las instrucciones esenciales para crear un ser vivo idéntico a aquel del que proviene (o casi similar,
en el caso de mezclarse con otra cadena como es el caso de la reproduccion sexual).

Los componentes del ADN (polimero) son los nucledtidos (mondémeros); cada nucledtido esta
formado por un grupo fosfato, una desoxirribosa y una base nitrogenada. Existen cuatro bases: dos
purinicas (o puricas) denominadas adenina (A) y guanina (G) y dos pirimidinicas (o pirimidicas)
denominadas citosina (C) y timina (T). La estructura del ADN es una pareja de largas cadenas de
nucledtidos. La estructura de doble hélice del ADN fue descubierta en 1953 por James Watson y
Francis Crick deja en claro el modo en que el ADN se podia "desenrollar" para que fuera posible su
lectura o copia. Una larga hebra de acido nucleico esta enrollada alrededor de otra hebra formando
un par entrelazado. Dicha hélice mide 3,4 nm de paso de rosca y 2,37 nm de diametro, y esta
formada, en cada vuelta, por 10,4 pares de nucledtidos enfrentados entre si por sus bases
nitrogenadas. El rasgo fundamental es que cada base nitrogenada de una hebra "se aparea" con la
base de la otra, en el sentido de que la adenina siempre se enfrenta a la timina (lo que se denomina
A-T) y la guanina siempre a la citosina (G-C). La adenina se une a la timina mediante dos puentes
de hidrégeno, mientras que la guanina y la citosina lo hacen mediante tres puentes de hidroégeno; de

ahi que una cadena de ADN que posea un mayor numero de parejas de C-G sea mads estable. Se
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estima que el genoma humano haploide tiene alrededor de 3.000 millones de pares de bases. Dos
unidades de medida muy utilizadas son la kilobase (kb) que equivale a 1.000 pares de bases, y la
megabase (Mb) que equivale a un millon de pares de bases.
El modelo de doble hélice permite explicar las propiedades del ADN:

= Capacidad para contener informacion: lenguaje codificado en la secuencia de pares de

nucleoétidos.

= Capacidad de replicacion: dar origen a dos copias iguales.

= Capacidad de mutacion: justificando los cambios evolutivos.
En un gen, la secuencia de los nucleotidos a lo largo de una hebra de ADN se transcribe a un ARN
mensajero (ARNm) y esta secuencia a su vez se traduce a una proteina que un organismo es capaz
de sintetizar o "expresar" en uno o varios momentos de su vida, usando la informacion de dicha
secuencia.
La relaciéon entre la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos de la proteina viene
determinada por el codigo genético, que se utiliza durante el proceso de traduccion o sintesis de
proteinas. La unidad codificadora del codigo genético es un grupo de tres nucledtidos (triplete),
representado por las tres letras iniciales de las bases nitrogenadas (ejemplo: ACT, CAG, TTT).
Cuando estos tripletes estan en el ARN mensajero se les llama codones. En el ribosoma cada codon
del ARN mensajero interacciona con una molécula de ARN de transferencia (ARNt) que contenga
el triplete complementario (denominado anticodén). Cada ARNt porta el aminoacido
correspondiente al codon de acuerdo con el codigo genético, de modo que el ribosoma va uniendo
los aminodcidos para formar una nueva proteina de acuerdo con las "instrucciones" de la secuencia
del ARNm. Existen 64 codones posibles, por lo cual corresponde mas de uno para cada aminoécido;
algunos codones indican la terminacion de la sintesis, el fin de la secuencia codificante; estos

codones de terminacion o codones de parada son UAA, UGA y UAG.
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El 3% del genoma humano tiene exones que codifican proteinas. La funcién del resto por ahora sélo
es especulacion, es conocido que algunas secuencias tienen afinidad hacia proteinas especiales que
tienen la capacidad de unirse al ADN (como los homodominios, los complejos receptores de
hormonas esteroides, etc.) que tienen un papel importante en el control de los mecanismos de
trascripcion y replicacion. Estas secuencias se llaman frecuentemente secuencias reguladoras, y los
investigadores asumen que s6lo se ha identificado una pequenia fraccion de las que realmente
existen.

Algunas secuencias de ADN desempenan un papel estructural en los cromosomas: los telomeros y
centrémeros contienen pocos 0 ningun gen codificante de proteinas, pero son importantes para
estabilizar la estructura de los cromosomas. Algunos genes codifican ARN: ARN ribosomico, ARN
de transferencia), ARN de interferencia (ARNi, que son ARN que bloquean la expresion de genes
especificos). La estructura de intrones y exones de algunos genes (como los de inmunoglobulinas y
protocadherinas) son importantes por permitir cortes y empalmes alternativos del pre-ARN
mensajero que hacen posible la sintesis de diferentes proteinas a partir de un mismo gen (sin esta
capacidad no existiria el sistema inmunologico). Algunas secuencias de ADN no codificante
representan pseudogenes que tienen valor evolutivo ya que permiten la creacion de nuevos genes
con nuevas funciones. Otros ADN no codificantes proceden de la duplicacion de pequenas regiones
del ADN; esto tiene mucha utilidad ya que el rastreo de estas secuencias repetitivas permite estudios
sobre el linaje humano.

La informaciéon almacenada en el ADN se traduce en las proteinas. Estas pueden ser estructurales
como las proteinas de los musculos, cartilagos, pelo, etc., o funcionales como las de la hemoglobina,
o enzimas. La funcién principal de la herencia es la especificacion de las proteinas, siendo el ADN
una especie de guia para la sintesis proteica. A la modificacion del ADN que provoca disfuncion
proteica se le llama enfermedad, otras veces, en sentido beneficioso, dara lugar a lo que conocemos

como evolucion.
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Las mas de treinta mil proteinas diferentes en el cuerpo humano estan hechas de veinte aminoécidos
diferentes, y una molécula de ADN debe especificar la secuencia en que se unan dichos
aminodacidos.

El ADN en el genoma de un organismo podria dividirse conceptualmente en dos, el que codifica las
proteinas y el que no codifica. En el proceso de elaborar una proteina, el ADN de un gen se lee y se
transcribe a ARN. Este ARN sirve como mensajero entre el ADN y la maquinaria que elaborara las
proteinas y por eso recibe el nombre de ARN mensajero. EI ARN mensajero instruye a la
maquinaria que elabora las proteinas, para que ensamble los aminoacidos en el orden preciso para
armar la proteina.

El dogma central de la biologia molecular plantea que el flujo de actividad y de informacién es:
ADN — ARN — proteina; En la actualidad se asume que este dogma es cierto en la mayoria de los
casos, pero se conocen importantes excepciones: retrovirus con la "transcripcion inversa o reversa' .
Adicionalmente, se ahora se sabe que existen secuencias de ADN que se transcriben a RNA y son
funcionales como tales, sin llegar a traducirse a proteina nunca.

Los seres humanos tienen 46 cromosomas. Estos son segmentos de ADN largos contenidos en el
nucleo celular. Existen 23 pares de cromosomas o 46 cromosomas en total. La otra parte del ADN
que contienen las células se encuentra en las mitocondrias, las cuales tienen genes importantes en su
propia hebra de ADN, denominada en ocasiones "el cromosoma niimero 47". Los genes del cuerpo
estan contenidos dentro de estos 46 cromosomas nucleares y en el cromosoma mitocondrial.

El Genoma Humano es el nimero total de cromosomas del cuerpo. Los cromosomas contienen
aproximadamente 80.000 genes, los responsables de la herencia. La informacion contenida en los
genes ha sido decodificada y permite a la ciencia conocer mediante exdmenes genéticos, qué
enfermedades podra sufrir una persona en su vida.

En el cromosoma 17, en el brazo largo en la posicion 11.2 (17q11.2-q12) se encuentra el Her2/neu

(Human Epidermal growth factor Receptor-2) que es un oncogen (gen potencial de desarrollar
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cancer) implicado en el crecimiento y desarrollo anormales de la célula cancerigena. El estado
Her2/neu positivo se asocia a células tumorales agresivas y predice un prondstico pobre, reduciendo
la respuesta a la quimioterapia.

En los ultimos afios, se han realizado avances importantes para conocer como las células normales
cambian, o se transforman, en células cancerosas. Algunos de estos avances han llevado a conocer
como unas sustancias quimicas que producen cancer, denominadas carcindgenos, interactiian con los
genes de nuestro organismo, alterando su funcién normal.

El gen Her2/neu, responsable de la produccion de la proteina Her2, lo que significa que, aunque la
proteina Her2 desempefia un papel regulador en las células con funcién normal, un error aleatorio en
el gen Her2 podria dar lugar, al desarrollo del cancer.

En cantidades normales, la proteina Her2 desempefia un papel importante en el crecimiento y el
desarrollo de una amplia variedad de células, denominadas células epiteliales. Estas células
componen el revestimiento externo e interno del organismo, asi como el tejido glandular. Las
células de las glandulas mamarias son ejemplos basicos de células epidérmicas.

La proteina Her2 se puede encontrar dispersa en la membrana celular. Transmite sefiales que dirigen
el crecimiento celular, desde el exterior de la célula hacia el nicleo que se encuentra dentro de la
cé¢lula. Unas moléculas pequefias, denominadas factores de crecimiento, se adhieren a la proteina
Her2 y transmiten sefiales a la célula para que crezca de forma normal "'

Cada célula contiene normalmente dos copias del gen Her2/neu y estas deben producir una cantidad
apropiada de la proteina Her2 en la superficie celular. Algunas veces, el gen Her2/neu esta
amplificado y ello da lugar a la generacion de multiples copias del gen y la produccion de una
cantidad excesiva de la proteina Her2. Cuando esta se produce en cantidades excesivas, transmite
sefales a las células para que se dividan, multipliquen y crezcan a mayor velocidad que las células

normales, contribuyendo, de este modo, a la aparicion y la progresion del cancer.
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Las proteinas tirosina quinasas constituyen una clase principal de oncoproteinas, y se dividen en dos
grupos generales: receptores de membrana para factores de crecimiento; y enzimas citoplasmaticas.
Los receptores de muchos factores de crecimiento tienen actividad quinasa. Tienden a ser proteinas
integrales de membrana de gran tamafio, con dominios dispuestos en forma de modulos de diversas
fuentes. El receptor del EGF es el paradigma para los receptores tirosin quinasa. Es un receptor del
grupo I con su N-terminal en la superficie extracelular, tiene una tnica region que atraviesa la
membrana, y tiene su extremo C dentro de la célula. La region N-terminal extracelular une el
ligando que activa al receptor. La region C-terminal intracelular incluye un dominio que tiene
actividad tirosin quinasa.

La dimerizacién de un dominio extracelular de un receptor activa la actividad tirosin quinasa del
dominio intracelular. Cuando los dominios citoplasmaticos de los monémeros se ponen en contacto,
desencadenan una reaccion de autofosforilacion, en la cual cada mondmero fosforila a otro. (Figura
1)

El oncogén v-erb es una version truncada de c-erbB, el gen que codifica para el receptor del EGF.
La oncoproteina retiene los dominios tirosina quinasa y de membrana, pero carece de la parte N-
terminal de la proteina que une a EGF, y no tiene c-terminal. Las deleciones en ambos extremos
pueden ser necesarias para la oncogenia. El cambio en el dominio N-terminal extracelular permite a
la proteina dimerizarse espontdneamente; y la deleciéon del C-terminal pierde a un dominio
citosolico que inhibe la actividad transformadora. Existe también una mutacion activadora en el
dominio catalitico. Por lo que la base para la oncogenia es la combinaciéon de mutaciones que
activan al receptor constitutivamente.

El erbB2, codifica para un receptor intimamente relacionado con el receptor del EGF. Una forma
oncogénica consta de una mutacion clave en su region de membrana; esto incrementa la posibilidad

de que los mondmeros del receptor formen dimeros.
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La inmunohistoquimica (IHQ) se basan en la reaccidén antigeno-anticuerpo (Ag-Ac), y consisten en
incubar el Ag que queremos detectar, (en este caso el Her2), frente a un Ac (anti-Her2); y mediante
un sistema de amplificacion junto con el empleo de un sistema revelador; esta unién pueda ser
visualizada al microscopio Optico. De esta forma el Ag protéico Her2 va a ser marcado con un
cromogeno color café, y el marcaje se va a llevar a cabo en la membrana de la célula. Entre mas
Her2 se encuentre en esta membrana la sefial de la marca va a ser mayor (Figura 2).

La hibridacion es un fendémeno de importante aplicacion practica en todas las areas de la Biologia
Molecular e Ingenieria Genética, y en especial en la Patologia Molecular. La hibridacion estd basada
en el proceso de renaturalizacion de dos cadenas sencillas de un DNA, que se observa, por ejemplo,
al enfriar lentamente una solucion del DNA duplex previamente desnaturalizado por calor. La
sensibilidad del apareamiento por puentes de hidrogeno entre bases complementarias (A-T, A-U o
C-G), presentes en cadenas sencillas contiguas, da lugar a estructuras de doble hebra, de gran
estabilidad. Estas pueden ser hibridos DNA-DNA, hibridos RNA-RNA o hibridos DNA-RNA.

Al igual que las proteinas, los dcidos nucléicos se desnaturalizan por efecto de agentes quimicos o
fisicos, perdiendo su conformacion tridimensional, en especial la forma duplohelicoidal del DNA.
La desnaturalizacion se debe tanto a la rotura de los puentes de hidrogeno entre pares de bases como
de las interacciones hidrofobicas entre bases apiladas. Al desnaturalizarse las dos hebra de DNA se
separan y pasan a una conformacion al azar sin que se altere la estructura primaria, pues no hay
ruptura de enlaces covalentes. En el caso de los RNAs, con muy distinta conformacion
tridimensional a pesar de su analogia en estructura primaria, la desnaturalizacion afecta
fundamentalmente a los RNAt y RNAr, ya que son los que presentan regiones de doble hélice. Al no
dar lugar a aplicaciones experimentales.

La desnaturalizacion se puede llevar a cabo con calor gradual llegando hasta los 95°C, o por agentes

quimicos como la urea, formamida o formaldehido.
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La hibridacion in situ fluorescente (FISH) es una técnica que se realiza sobre preparaciones en porta
de cromosomas metafasicos o prometafisicos, tratados con fijadores para preservar las
caracteristicas morfoldgicas del cromosoma. Para hacer accesible la secuencia del DNA, se trata la
muestra con enzimas proteoliticas y se desnaturaliza el DNA por calor, alcali o formamida para
permitir su hibridaciéon con la sonda. Inicialmente se emplearon sondas radiactivas, pero problemas
técnicos en la deteccion de la sefial limitan su utilidad. Se ha conseguido aumentar la sensibilidad y
resolucion con el empleo de sondas marcadas con fluorescencia. En esta técnica la deteccion se hace
bajo microscopio de fluorescencia, bien de forma directa o por un método indirecto "*. (Figura 2)

En cuanto a sus aplicaciones, dada la gran detectabilidad de los fluorocromos actuales se puede
emplear el FISH con fines muy diversos y se ha convertido en una técnica con elevado potencial
diagnostico en cromosomopatias, genes tumorales, virologia y transplantes .

Uno de los métodos surgidos de la hibridaciéon in situ cromosémica es el denomina pintado de
cromosomas, donde se usa como sonda una mezcla de fragmentos de DNA procedentes de un
mismo cromosoma, con lo cual se observa fluorescencia en el cromosoma completo. Se facilita asi
la identificacion visual de cada cromosoma (o varios simultineamente, si se emplean sondas con
distintos fluorocromos), en lo que se ha llamado un “cariotipo molecular”. Esto es Util para estudiar
grandes reorganizaciones de los cromosomas, que tienen lugar por ejemplo en procesos cancerosos.
La hibridacién in situ cromogénica (CISH) es una técnica de hibridacion in situ en donde su
diferencia con FISH consiste, en que en vez de utilizar un fluorocromo para marcar al gen
Her2/neu, se utiliza un marcaje a base de un cromdgeno, que va a tefiir al gen de color café.
Observandose en microscopia de luz células con dos marcas cafés en el nucleo en caso de que sea
negativo, o mas de 5 sefiales cafés en el nticleo en caso de positivo. En el momento de interpretar las
laminillas, se puede realizar conjuntamente una evaluacion histoldgica, haciendo esto mas sencillo

localizar el area con tumor mamario. (Figura2)
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b. Patologia

El cancer de mama es la segunda enfermedad mas comun después del cancer cervico-uterino en
mujeres mexicanas mayores de 40 afios. En EU junto con el cancer de piel, el cancer de mama es la
segunda causa de muerte seguida por el cancer de pulmoén. La probabilidad de desarrollar un cancer
de mama aumenta con la edad. La incidencia del cancer mamario ha aumentado pero la mortalidad

ha permanecido igual.

Factores de riesgo

* Edad y género: en la mayoria de los canceres la edad es un factor importante. El1 77% de los
casos nuevos y 84% de las muertes por cancer de mama ocurren en mujeres de 40 afios o
mas. Mas del 80% de todos los casos ocurre en mujeres de mas de 50 afios y menos del 1%
ocurre en hombres. El riesgo de cdncer de mama estd claramente relacionado con influencias
hormonales, pero atin no est4 claro como afectan éstas la enfermedad y particularmente los
tipos de enfermedad. Ademas se ha visto que la raza blanco tiene un factor agregado.

* Antecedentes familiares: mujeres con hermanas o0 mama con cdncer de mama aumenta el
riesgo 3 o 4 veces. El riesgo es mayor en pacientes cuyas mamas o hermanas padecieron de
cancer mamario antes de la menopausia o que hayan sido bilaterales, o en donde dos o mas
parientes se hayan enfermado. Sin embargo en el 75% de las pacientes con cancer no han
tenido familiares enfermas *.

= Factores genéticos: Algunos canceres heredados se han asociado con el cromosoma 17. Este

gen, BRCAL, se ha encontrado mutado en familias con una presentacion temprana del cancer

mamario y ovarico. El 85% de las mujeres con mutacion el BRCA1 van a presentar cancer
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de mama. Otros genes también se han encontrado relacionados como el BRCA2 (Her2/neu)
en el 27-30% de los canceres, TP53 (gen supresor tumoral). TP53 se ha encontrado en 1% de
los canceres mamarios en mujeres de 40 afios. Existen otros como el BRCA3 y el Noey?2
(enfermedad heredada por via paterna). Las hormonas son importantes porque estimulan el
crecimiento celular. Los altos niveles hormonales durante los afios reproductivos de una
mujer, especialmente cuando éstos no han sido interrumpidos por los cambios hormonales
del embarazo, parecen aumentar las posibilidades de que las células genéticamente dafadas
crezcan y causen el cancer. Cuando el tumor expresa alteracion en el Her2/neu, este va a
tener un desarrollo mas rapido, la metastasis va a ser en etapas mas tempranas, la
quimioterapia no es suficiente para el manejo de estas pacientes es necesario combinarla o
no con trastuzumab (Herceptin).

» Pacientes nuliparas o mujeres cuyo primer embarazo fue después de los 35 afios,
aumentando el riesgo 1.5 veces.

* Menarquia y menopausia: mujeres con una menarquia tardia o menopausia artificial tienen
una incidencia baja, en menarquia temprana (antes de los 12 afios) o una menopausia natural
tardia (después de los 50 afios) tienen un mayor riesgo.

» Enfermedad fibroquistica: cuando ademas hay cambios proliferativos, papilomatosis o
hiperplasia epitelial atipica aumenta la incidencia.

= Mujeres que tuvieron cancer de mama en un seno, tiene riesgo de desarrollar cancer en el
otro seno.

*= Mujeres con cancer uterino tienen mayor riesgo de desarrollar cincer mamario. Y el cancer
de mama aumenta el riesgo de cancer endometrial.

* Anticonceptivos orales: los anticonceptivos orales pueden aumentar ligeramente el riesgo de

cancer de mama, dependiendo de la edad, el tiempo de uso y otros factores. No se sabe por
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cuanto tiempo se mantiene este efecto después de suspenderlos. Este es controversial si se
debe considerar como factor de riesgo o no.

» Terapia de reemplazo hormonal: se ha demostrado que el uso de la terapia de reemplazo
hormonal aumenta el riesgo de sufrir cancer de mama.

» (Caracteristicas fisicas: como la obesidad; se ha asociado a los altos niveles de produccion
estrogénica en estas mujeres. Dieta alta en grasas.

* Consumo de alcohol: el alto consumo de alcohol (mas de 1 ¢ 2 tragos al dia) se relaciona con
un mayor riesgo de cancer de mama.

* Quimicos: varios estudios han sefialado que la exposicion a sustancias quimicas similares a
los estrogenos, que se encuentran en pesticidas y ciertos productos industriales, puede
aumentar también este riesgo.

= DES: las mujeres que tomaron dietilstilbestrol (DES) para evitar abortos pueden tener un
riesgo alto de sufrir cancer de mama después de los 40 afios.

» Radiacion: las personas que han estado expuestas a la radiacion, particularmente durante su
infancia, pueden tener igualmente un riesgo alto de cancer de mama en su vida adulta, sobre
todo quienes recibieron radiacion en el torax por canceres anteriores.

= Otros factores de riesgo: varios estudios han mostrado que el haber tenido tumores previos
en las mamas, Utero, ovarios o colon, y antecedentes de cancer en la familia aumentan el
riesgo de sufrir cancer de mama. Tales antecedentes pueden ser indicio de factores genéticos

descritos anteriormente.
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Sintomas:

= El 70% de las pacientes presenta una tumoracion indolora de firme a dura, y, por lo general,
con bordes irregulares en el seno. Es raro pero pueden ser dolorosas. Estas masas
generalmente se encuentran en el cuadrante superior externo (60%).

=  Protuberancias o masas en la axila

* Cambio en el tamafio o forma de las mamas

* El pezén puede presentar secrecion anormal de tipo sanguinolento, claro a amarillento,
verdoso o purulento. Ademas de presentar erosion, cambios en color, retraccion,
alargamiento o comezon en pezon.

* Disminucion de tamafio de la mama. Venas acentuadas en la superficie de la mama.

= Dolor, aumento de tamafio o molestia s6lo de un lado

» Cualquier protuberancia, dolor, sensibilidad u otro cambio en las mamas de un hombre

* En enfermedad avanzada: dolor 6seo, pérdida de peso, inflamacion de un brazo y ulceracion
cutanea.

* Brazo edematizado

» Cuando hay metastasis: dolor 6seo, ictericia, pérdida de peso.

Signos y examenes

= En laboratorio se puede encontrar la VSG aumentada, aumento de fosfatasa alcalina,

hipercalcemia en estados avanzados. Los marcadores tumorales mas utilizados son ACE, CA
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15-3, CA 27-29. Ademas el andlisis de los receptores, tanto estrogenos como de
progesterona, depara mejor informacién sobre la respuesta al tratamiento hormonal ™.

» El estudio de la variacion de la secuencia del gen BRCAI1 estd indicado en pacientes con
neoplasia maligna de mama y de ovario. Los pacientes con una mutacion heredada del gen
BRCAI1 tienen una probabilidad del 87% de padecer una neoplasia maligna de mama y
alrededor del 33% de padecer un céncer de ovario a lo largo de su vida. El estudio de la
variacion de secuencia del gen BRCA2 también est4 indicado .

* La mamografia radioldgica puede ayudar a identificar la masa mamaria.

» El ultrasonido puede mostrar si la protuberancia es sélida o contiene liquido.

» La aspiracion con aguja o biopsia con aguja de las masas de la mama pueden mostrar si estan
llenas de liquido y proveer material para enviar al laboratorio para su analisis. En el caso de
anomalias muy pequeiias, visibles s6lo en la mamografia, son necesarias técnicas especiales.

* Una biopsia quirargica o extraccion de una masa de la mama brinda una porciéon o toda una
masa de la misma para estudio en el laboratorio. El 60% de las lesiones que clinicamente
parecen malignas resultan ser benignas, el 30% de las lesiones que parecen ser benignas
resultan ser malignas "’

Si se diagnostica un cancer de mama, deben practicarse otros examenes, incluyendo radiografias de

torax y exdmenes de sangre. Luego puede indicarse cirugia, radiacion, quimioterapia o una

combinacion de éstas, no solo para el tratamiento, sino para ayudar a determinar la etapa en que esta

la enfermedad. La estadificacién es importante para orientar tanto el tratamiento como el

seguimiento y para tener una idea acerca de lo que se debe esperar en el futuro.

Etapas del cancer de mama (segun el American Joint Commitee on Cancer ): (Anexo 1)
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ETAPA 0: enfermedad in situ, células cancerosas dentro del tejido mamario. Se le llama carcinoma
canalicular in situ (DCIS) o carcinoma lobulillar in situ (LCIS). S6lo un pequeno porcentaje de
tumores DCIS progresan a invasivos.

ETAPA I: tumor menor a 2 cm de didmetro sin diseminarse fuera de la mama.

ETAPA TIA: tumor de 2 a 5 cm de didmetro, sin diseminacion a ganglios linfaticos axilares, o tumor
de menos de 2 cm con diseminacién a dichos ganglios.

ETAPA IIB: tumor mayor a los 5 cm de didmetro sin diseminacion a ganglios linfaticos axilares o
tumor de 2 a 5 cm con diseminacion a estos ganglios.

ETAPA IIIA: tumor menor de 5 cm con diseminacion a ganglios axilares unidos entre si o a otras
estructuras, o tumor mayor de 5 cm con diseminacion a estos ganglios.

ETAPA IIIB: tumor con invasion a la piel de la mama o a la pared toracica, o que se ha diseminado
a ganglios linfaticos dentro de la pared toracica a lo largo del esternon.

ETAPA IV: tumor de cualquier tamafio diseminado mas alla de la mama y la pared toracica, como
al higado, los huesos o los pulmones.

Numerosos subtipos patologicos de cancer mamario pueden ser identificados histologicamente.
(Anexo 2) estos tipos son distinguidos por la apariencia histologica y el patron de crecimiento del
tumor. En general, el cdncer mamario surge de la linea epitelial de los ductos (ductal) o del epitelio

terminal de los ductos de los l6bulos (lobular). El cancer puede ser in situ o invasivo.

Tratamiento

La seleccion del tratamiento inicial estd basada en muchos factores. Para los cdnceres en etapas I, 11
6 111, las principales consideraciones son tratar adecuadamente el cancer y evitar la recurrencia, ya
sea en el lugar del tumor original (local) o en cualquier otra parte del cuerpo (metastasica). Para la
etapa IV, el objetivo es mejorar los sintomas y prolongar la supervivencia, sin embargo, en la

mayoria de los casos, el cancer en etapa IV no se puede curar.
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La cirugia puede consistir en mastectomia parcial o radical, por lo general con la extraccion de uno
o mas ganglios linfaticos de la axila. Se puede utilizar la técnica de ganglio centinela para encontrar
a los ganglios linfaticos metastatizados.

Se puede utilizar la radiacion dirigida al tejido.

La quimioterapia se utiliza para ayudar a eliminar las células cancerosas que aun puedan quedar en
la mama o que ya se hayan diseminado a otras partes del cuerpo.

Las drogas, como el trastuzumab (Herceptin), se puede usar sola o con quimioterapia. Esta droga
afecta el crecimiento y funcionamiento de las células cancerosas y del 20 al 25% de los canceres de
mama responden a ella. El trastuzumab no es quimioterapia pero se puede combinar con ésta. De
hecho, estudios recientes muestran que agregarle trastuzumab a la quimioterapia o hacer un
tratamiento con trastuzumab después de la quimioterapia ayuda a prevenir la recurrencia del
cancer y puede hacer que las personas que tengan cancer de mama positivo para Her2 vivan por mas
tiempo.

Se utiliza terapia hormonal con tamoxifeno para bloquear los efectos del estrogeno que de otra
manera puede ayudar a las células cancerosas a sobrevivir y crecer. La mayoria de las mujeres con
canceres de mama que presentan estrogeno o progesterona en su superficie se benefician del
tratamiento con tamoxifeno. Una nueva clase de medicamentos denominados inhibidores de la
aromatasa, como Aromasin, han demostrado ser tan buenos como o posiblemente mejores que el
tamoxifeno en mujeres con cadnceres de mama en la etapa IV.

La mayoria de las mujeres recibe una combinacion de estos tratamientos. Para los tumores en etapa
0, el tratamiento estdndar es la mastectomia o tumorectomia mas radiacion. Sin embargo, existe
alguna controversia sobre la mejor manera de tratar el DCIS. Para los casos en etapas 1 y II, el
tratamiento estdndar es la tumorectomia (mas radiaciéon) o mastectomia con la extirpacion de al

menos el "ganglio centinela".
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Después de la cirugia, se puede recomendar quimioterapia con o sin trastuzumab, terapia hormonal
o ambas. La presencia de cancer de mama en los ganglios linfaticos axilares es muy importante para
la estadificacion, y el tratamiento y seguimiento apropiados.

Las pacientes en la etapa III por lo general se tratan con cirugia seguida de quimioterapia con o sin
terapia hormonal. También se puede considerar la radioterapia bajo circunstancias especiales.

El cancer de mama en etapa IV se puede tratar con cirugia, radiacién, quimioterapia, terapia

hormonal o una combinacién de éstas.

Prondstico
La etapa clinica del cancer de mama es el mejor indicativo para el pronostico, ademas de otros
factores. Las tasas de supervivencia a cinco afos para los individuos con cancer mamario que

reciben el tratamiento apropiado son aproximadamente:

i

95% para la etapa 0

i

88% para la etapa |

i

66% para la etapa II

i

36% para la etapa II1

l

7% para la etapa IV

Los ganglios linfaticos axilares son la via principal que las células cancerosas deben utilizar para
llegar al resto del cuerpo y su compromiso en cualquier momento afecta significativamente el
prondstico.

La quimioterapia y la terapia hormonal pueden, por el contrario, mejorar el pronostico en todos los

pacientes y aumentar las posibilidades de curacion en pacientes con tumores en las etapas I, II y III.
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Si el tumor sobre expresa al Her2 o esta amplificado el Her2/neu el prondstico es de peor
expectativa, si no se recibe el tratamiento adecuado (Herceptin) la superviviencia disminuye del 5

hasta el 20%.

Complicaciones

Incluso con tratamientos agresivos y apropiados, el cdncer mamario puede metastatizar a pulmones,
higado y huesos. La tasa de recurrencia es de aproximadamente el 5% después de una mastectomia
total y extirpacion de los ganglios linfaticos de la axila cuando se encuentra que dichos ganglios no
tienen cancer. La tasa de recurrencia es del 25% en aquellos individuos con tratamientos similares
cuando los ganglios tienen cancer.

Otras complicaciones pueden ser resultado de la cirugia, la alteracion del drenaje de la linfa desde el
brazo, los cambios causados por la radiacion y el tratamiento con quimioterapia y tamoxifeno. Sin
embargo, las consecuencias de retrasar o evadir la deteccion temprana y el tratamiento del cancer de

mama son mucho mas devastadoras y con frecuencia mortales.

Prevencion

~ Dieta baja en grasas

~ Auto examen de mamas

~ Mamografia, a partir de los 40 afios una vez al afo.

~ Uso de antiestrogénicos: tamoxifeno (Nolvadex®) y raloxifeno (Evista®). Inhibidores de la
aromatasa.

~ Mastectomia preventiva. En pacientes a quienes ya se les practicd una mastectomia parcial
por esta enfermedad, mujeres con una herencia importante de cdncer de mama y aquellas que

presentan mutacion de genes p53, BRCA1 o tienen el gen BRCA2 (Her2/neu).
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C. Antecedentes

La biologia molecular tiene sus principios desde los babilonios (1.000a.C.) en donde polinizaban las
palmeras, hasta la actualidad en donde se esta trabajando con la ingenieria genética para tratar de
corregir las bases aberradas en enfermedades. Durante estos 3000 afos, miles de investigadores,
cientificos, médicos, quimicos, bidlogos, microbidlogos, genetistas, etc., han trabajado arduamente,
algunos de ellos han sido reconocidos con el Premio Nobel y muchos otros permanecen en el
anonimato. Gracias a todos sus conocimientos y sus aportaciones es que ahora contamos con estas
técnicas de hibridacion in situ, y que les podemos dar cierta interpretacion y asi utilizarlas como
herramientas en el diagndstico, pronostico, tratamiento, seguimiento en enfermedades, y asi poder
ayudar a nuestros pacientes.
Durante la historia han sido un sin fin de eventos y de autores que aparecen, cada uno con una
importancia significante. En este trabajo me es imposible hacer memoria de cada uno, pero haré
mencion de algunos de ellos.
= 1.000 a.C.:.los babilonios celebran con ritos religiosos la polinizacion de las palmeras.
= 323 a.C.: Aristoteles especula sobre la naturaleza de la reproduccion y la herencia.
= 1838 se descubre que todos los organismos vivos estdn compuestos por células.
= 1859 Darwin hace publica su teoria sobre la evolucion de las especies.
= 1866 Gregor Mendel, monje austriaco describe en los guisantes las unidades
fundamentales de la herencia (genes).
= 1868 Friedrich Miescher, bidlogo sueco, quien aisla DNA de las células de pus obtenidas
de vendajes quirtrgicos y en el esperma del salmon. Lo llamé “nucleina”, aunque no fue
reconocida hasta 1943 gracias al experimento realizado por Oswald Avery.
= 1871 se aisla el ADN en el nticleo de una célula.

= 1910 se descubre que los genes estan en los cromosomas.
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1925 se descubre que la actividad del gen esta relacionada con su posicion en el
cromosoma.

1943 el ADN es identificado como la molécula genética.

1940-50: se descubre que cada gen codifica una unica proteina.

1944 Oswald Avery, Colin MacLeod, y Maclyn McCarty. Genetistas estadounidenses que
demuestran el principio de “transformacion” la manera de pasar la herencia por
generaciones.

1962 James D. Watson y Frances H. Crick. En 1953, proponen un modela tridimensional
de la estructura del AND: molécula de doble hélice formada por dos cadenas, cada una
compuesta de azucar y grupos fosfatos, conectadas por bases nitrogenadas. Junto con
Maurice Wilkins reciben el Premio Nobel de medicina en 1962.

1973 tienen lugar los primeros experimentos de ingenieria genética en los que genes de una
especie se introducen en organismos de otra especie y funcionan correctamente.

1980 Frederick Sanger, Alan Coulson, Alan Maxam, y Walter Gilbert. Cientificos
britanicos, en los EUA desarrollron técnicas de secuenciacion de ADN. Equipos
automatizados hacen que la velocidad de la secuenciacion sea de rutina en laboratorios.
Ganan el Premio Nobel de Quimica en 1980.

1983 se inventa la técnica PCR, que permite replicar (copiar) genes especificos con gran
rapidez.

1987 propuesta comercial para establecer la secuencia completa del genoma humano
(proyecto Genoma), compuesto aproximadamente por 100.000 genes.

1990 Charles Sibley y Jon Ahlquist fueron los pioneros en utilizar la cinética del AND
para investigar relaciones evolutivas utilizando la hibridacion entre cadenas de DNA.

1997 Clonacidn del primer mamifero, una oveja llamada "Dolly".
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JUSTIFICACION

Este estudio pretende demostrar que el CISH puede ser una alternativa de FISH para el estudio de

Her-2/neu en pacientes con cancer de mama ductal invasor.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio del estado del Her-2/neu es importante para conocer el pronostico y sobrevida de una
paciente con cancer de mama, ademas que es fundamental para tomar una decision en cuanto a una
terapéutica a base de Herceptin.

La IHQ es muy sensible, dando porcentajes importantes de falsos-positivos, por lo que se requiere
corroborar con una prueba mas especifica.

FISH es una técnica que requiere de una infraestructura compleja, como microscopio de
fluorescencia, camara digital (sefial dura 1 mes), una capacitacion compleja para el personal
tomando en cuenta que no se tiene tanta experiencia con la fluorescencia, ademas es una prueba
costosa.

Es por esto que se requiere de una prueba sencilla y familiar como la IHQ, pero tan especifica como

el FISH. Una alternativa podria ser el CISH.
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OBJETIVOS

= Validar las pruebas de CISH y FISH
= Demostrar que el CISH puede ser una alternativa para el FISH

= Comparar las tres metodologias CISH, FISH e IHQ

25
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HIPOTESIS

El CISH sera una alternativa para el FISH en el estudio del oncogén Her2/neu en pacientes con

cancer de mama

Hipdtesis nula: EI CISH no se podra utilizar como alternativa para el FISH en el estudio del oncogen

Her2/neu en pacientes con cancer de mama.
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MATERIAL Y METODOS

a. Tipo de estudio

Este es un estudio analitico, transversal, de estudios diagndsticos.

b. Universo y muestra de estudio

El universo son todos los bloques de parafina con tejido tumor mamario recolectados desde el 2004

hasta junio del 2006. Se obtuvieron 96 blogues.

C. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

= Inclusidn: Se incluyeron todos los bloques que tuvieran un reporte de FISH anterior
realizado por el laboratorio de referencia, Quest Diagnostics- Nichols Institute (considerados
como valores verdaderos) desde enero del 2004 a junio del 2006.

= Exclusién: Se excluyeron los bloques sin muestra tumoral.

= Eliminacion: los blogues que fueran solicitados por el paciente o médico tratante. Los

bloques que no cumplieran con los lineamientos de control de calidad.

d. Procedimiento a seguir

Todos los tejidos de mama fueron fijados en formol y luego incluidos en parafina. Estos bloques se
conservan en el archivo de patologia a temperatura ambiente.

De cada bloque se realizaron 4 cortes, 3 de 4um y uno de 1um. 3 de ellos montados en portaobjetos
electrocargados y 1 en portaobjetos sin electrocarga.

Se realizd una tincion de hematoxilina eosina (HE) para localizar el area de tumor, y asi eliminar el

resto del material sin tumor.
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= [HC

Se realizaron cortes de 1.5um, se desparafinaron. La recuperacion antigénica se llevé a cabo en
Trilogy (CellMarque. 100 Greenwood ave., Suit B, Hot Springs, AR 71913) en recuperador a a
95°C, por 40 min. A continuacion se llevd a cabo una serie de lavados con agua destilada.
Posteriormente se inhibié la peroxidasa enddgena con H202 3% por 10 minutos. Se realiz6 un
lavado con PBS (Bufer de Fosfato Salino) a un pH de 7.6 por 5 min. Se colocé el anticuerpo
primario anti-Her2 (CB11, CellMarque Corp USA) por 2 hrs a 20°C. El sistema de deteccion se
realiz6 con polimero-HRP (DAKOCytomation) por 30 min a 20°C. Para la visualizacion se utilizé
un complejo de avidina-biotina-peroxidasa, utilizando DAB como cromdgeno. Finalmente se
contratifid con hematoxilina Harris (Merck), se deshidratd y se cubri6 con Tissue-Tek SCA (Finetek
Japén Co., LTD). Un control positivo se realizé por cada muestra.

Para la interpretacion, se considerd 3+ cuando la membrana tifio fuertemente en >50% de las células
tumorales, 2+ cuando la tincion fue un poco més débil y por Gltimo 0/1+ cuando la tincion fue muy

leve o nula.

= FISH
Se utilizo el kit de PathVysion (Vysis Inc., Downers Grove, IL). Se realizaron cortes de 4um de
espesor montados en laminillas electro-cargadas, se incubaron por la noche a 56°C. Posteriormente
se desparafinaron con xilol (4x10min), y se deshidrataron en alcohol 100% (2x5min). El
pretratamiento se llevé a cabo, en solucién de pretratamiento (Path\Vysion) a 80°C por 1hr. A seguir
el tratamiento con proteasa se realizé en solucidn de proteasa (PathVysion) a 37°C por 45min. La
fijacion de la muestra se ejecuté con formol amortiguado 10% a temperatura ambiente x 10min.

Posteriormente se desnaturalizé el ADN a 72°C por 5 minutos utilizando formamida 70% (pH 7-8),
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inmediatamente después se lavo con etanol seriado (70%, 85%, 10%). Se aplic6 10 pl de sonda (LSI
HER-2/CEP17; Vysis Inc., Downers Grove, IL) sobre el tejido. La hibridacion se llevo a cabo en el
HYBrite (Vysis-Abbot) por 14-18hrs a 37°C. Al dia siguiente se realizaron lavados en solucién
post-hibridacion (PathVysion), primero en temperatura ambiente hasta que los cubreobjetos se
desprendieron y posteriormente a 72°C por 2min. Ya secos se aplicé 10ul de tincidon de contraste
DAPI. Se cubrid y se coloco a -20°C en oscuridad por 30min antes de su lectura. Se incluyeron
controles positivos y negativos.

La técnica anterior consiste en 2 sondas de DNA marcadas. La sonda Her2 hibridiza con el gen
Her2/neu, de color naranja. La sonda CEP17 marca de verde al centrdmero del cromosoma 17p11.1-
all.l

Las sefiales se enumeraron en 20-60 celulas morfol6gicamente intactas y sin sobreposicion. Para la
captura de las imagenes se utilizo el sistema de Isis (Zeizz) y un microscopio Zeizz Axioskop 2
Plus. La amplificacién se determind por el cociente del gen/cromosoma. Cocientes <2, fueron

considerados negativos, relaciones >2 positivos .

= CISH
Se utilizo el reactivo de SPOT-Light de Zymed. Los cortes y deprafinacion fueron similares a FISH.
La recuperacion antigénica se realizé con una incubacion a 121°C por 15 min, en solucién Tirlogy
(Zymed) en olla a presion. Posteriormente se deshidratd con alcohol. Se colocé 10ul de sonda
marcada con digoxigenina para Her2/neu (2 clonas BAC, Zymed), se cubri6 y sell6. La
desnaturalizacion (10 min a 95°C) e hibridacion (14-18hrs a 37°C) se realizaron en el HYBrite. Al
dia siguiente el lavado se llevo a cabo, primero en temperatura ambiente en TBST hasta que los
cubreobjetos se separaron. Y luego a 72°C en solucién de HybriWash (Zymed) por 5 min. Para la
deteccion de la sonda de Her2/neu se realizaron incubaciones secuenciales con anti-digoxigenina,

polimero de peroxidasa-antiraton y con cromédgeno de diaminobenzidina (DAB) segun las
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instrucciones del fabricante (Zymed Inc., South Francisco, CA). Finalmente se realiz6 una ligera
contratincién con hematoxilina y se cubrié “°. Control positivo y negativo se incluyé en todas las
corridas.

El SPOT-Light de Zymed detecta sondas marcadas con digoxigenina. Utiliza un sistema de
deteccion HRP/DAB para localizar las sondas marcadas. EI DAB crea depdsitos café en el complejo
de antigeno/anticuerpo/enzima.

Para su evaluacion se utiliz6 un microscopio Axiostar de Zeiss con objetivos x40 y x100
(inmersion). Una muestra no amplificada se definié como <5 sefiales por nucleo, en el 50% de las
células; la amplificacion fue definida como >6 sefiales en el 50% de las células tumorales o cuando
haya un cumulo de sefiales. Iméagenes fueron capturadas por una camara digital Zeizz Axiocam

MRC.

e. Variables

Variable independiente: resultados de FISH realizados por Quest Diagnostics.

Variable dependiente: sensibilidad, especificidad, VPP,VPN

f. Analisis estadistico

Se utilizaron hojas de Excel para el vaciado de informacion. Se calcul6 el coeficiente kappa, mediante el
software SPSS para Windows version 11, siendo la méaxima concordancia de 1, y la minima de 0 % .,
Utilizando las tablas de contingencia (Tabla 1), sensibilidad se considerdé como (a/a+c), especificidad (d/d+b),

valor predictivo positivo (VPP) (a/a+b), valor predictivo negativo (VPN) (d/c+d). (Tabla 1)
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H. RESULTADOS

En las figuras 3 y 4 se muestran ejemplos de las fotografias obtenidas por CISH Y FISH en el
estudio del Her2/neu, se omiten resultados de IHQ.

De los 36 casos, 17 (47.2%) eran amplificados y 19 (52.8%) no amplificados. Por FISH se
encontraron 15 (41.7%) amplificados y 21 (58.3%) no amplificado. (Tabla 2) Por CISH
encontramosl14 (38.9%) de amplificados y 22 (61.1%) no amplificados. (Tabla 2) En IHQ
encontramos 26 positivos (72.2%) y 10 (27.8%) negativos. (Tabla 2)

En cuanto a FISH se encontr6 que su sensibilidad es del 88.2% y su especificidad del 100%, su VPP
del 100% y el VPN del 90.5%. En CISH se observé una sensibilidad del 82.4%, con una
especificidad del 100%, VPP del 100% y un VPN del 86.4%. Y en la IHQ se confirma la baja
especificidad del 52.6% con una sensibilidad del 100%, un VPP del 65.4% y un VPN del 100%.
(Tabla 2)

Se encontro una alta concordancia de FISH del 94.5%, de CISH fue de 91.7% y de IHQ de 75%.
Los coeficientes kappa fueron altos en FISH y CISH del 0.888 y 0.831 respectivamente y de 0.512
en IHQ (p<001) (Tabla 3).

Se correlacion6 FISH con CISH, en donde se obtuvieron 14 casos amplificados, 21 casos no
amplificados; hubo 1 caso amplificado por FISH pero no por CISH (Tabla 4). Se encontr6 una
concordancia del 97.2% (coeficiente kappa del 0.942, p<001)

Se comparo la sobre expresion del Her2 por IHQ con la amplificacién del Her2/neu por CISH y
FISH (Tabla 5). Encontrandose que la IHQ es pobremente especifica, obteniendo 30.5% de falsos-
positivos. En los casos de 2+ , el 66.7% fueron falsos-positivos; en 3+, el 21.4% (Tabla 4). La
concordancia con FISH fue de 69.5% (coeficiente kappa 0.431), la concordancia con CISH fue de

66.7% (coeficiente kappa 0.393).
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I. DISCUSION

Actualmente el estudio del oncogén Her2/neu en casos de cancer mamario invasor se ha vuelto
rutinario, gracias a su valor prondstico y a la importancia que representa para la toma de decision
ante la terapéutica a base de Herceptin 8238 para tratar a una paciente con este medicamento hay
gue tomar en cuenta uno de los efectos secundarios con mayor trascendencia, la cardiotoxicidad,
sobre todo en pacientes mayores de 50 afios que han sido a sometidas a altas dosis de quimioterapia
o antraciclina % . Sin embargo, el costo-beneficio que ofrece este medicamento hace que sea
empleado ya sea solo, 0 en combinacién con algtn otro quimioterapéutico ®, en pacientes que sobre
expresan al Her2 en 2+ o 3+ por IHQ.

Este estudio cumple con su objetivo de poder evaluar tanto FISH como CISH, como una posible
nueva metodologia dentro de nuestros laboratorios de patologia. Los resultados muestran una
concordancia satisfactoria de las técnicas de FISH y CISH realizados en nuestras instalaciones.
Quedando abierta la propuesta para la iniciacion de estas metodologias en nuestro hospital.

También por medio de este estudio pudimos demostrar que el CISH es una alternativa para la
sustitucion del FISH ya que se obtuvo una concordancia aceptable entre ambas metodologias.

La ventaja de utilizar FISH a dos colores (dos sondas simultaneas), estriba en que nos es posible
diferenciar entre una amplificacion real y una aneuploidia. Esta deteccion de polimorfismo
cromosOmico no es posible por la técnica de CISH, ya que utiliza solo un cromégeno para el gen,
percibiendo posibles amplificaciones sin poderlo diferenciar de una polisomia. En nuestro caso nos
fue posible detectar aneuplodia, pero hay estudios en donde presentan casos de falsos-positivos,
sobre todo en leve amplificacion. Por esto se sugiere confirmar con FISH o por indice de ploidia
(citometria), cuando se sospeche de aneuploidia.

Encontramos las siguientes ventajas CISH sobre FISH:
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1.- Es posible estudiar la morfologia celular y tisular del &rea analizada en

forma simultanea.

2.- CISH requiere de un microscopio de luz convencional contra uno de

fluorescencia.

3.- La sefial es permanente.

4.- La evaluacion es mas rapida.

5.- Es menos costoso.

6.- La capacitacion es mas sencilla porque los pat6logos se encuentran familiarizados con
inmunoreacciones.

7.- El pre-tratamiento, la incubacion en la olla a presion y la corta digestion enzimatica, hacen
innecesario el ajuste de técnica para cada corrida de muestras. En FISH se recomienda el ajuste del
pretratamiento de acuerdo al tiempo de inclusion en parafina.

En cuanto a la IHQ, en nuestro hospital es la prueba de tamizaje utilizada. En la literatura se
reportan porcentajes de falsos positivos, y de 5 a 10% en las IHQ de 3+, los resultados encontrados
en nuestra poblacién son del 21.4%, lo cual podria explicarse por la alta sensibilidad que presenta
esta prueba (100%). Es por esto que se sugiere ampliamente la utilizacion de las pruebas
confirmatorias ya sea por FISH o CISH, para evitar o disminuir la terapéutica inadecuada 2 % 9* 9293
9959 También existen algunas hipétesis sobre este comportamiento, este tipo de Her2 es mas
sensible a la tincién, o que sea un subgrupo que se sobre expresa sin amplificarse. Sin embargo hay
autores que concluyen diciendo que una IHQ 3+ es suficiente para identificar neoplasmas con
amplificacion ° * Algunos autores recomiendan dar tratamiento a pacientes con IHQ 3+, sin
confirmar la amplificacion®.

Es importante seguir con la investigacion de este gen por sus implicaciones y utilizacion para una
posible vacuna para tratar al carcinoma ductal o para prevenir su recurrencia *® ***. Su importancia

en el estudio de nuevos medicamentos, es primordial, como es el caso del Lapatinib, hecho por
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GlaxosmithKline para tratar a mujeres que sobre expresan el Her2/neu pero que son resistentes a
Herceptin, este bloquea receptores internos de tirosin kinasa, inhibiendo la fosforilacion del EGFR-2
suprimiendo la proliferacién de tumores sélidos %2103 14,

Este estudio, puede ser considerado como piloto para en un futuro realizar la validacion de estas
pruebas con una muestra mayor; y asi poder hacer uso de estas técnicas en nuestro hospital, para
decidir la terapéutica adecuada en pacientes con cancer de mama; que desgraciadamente cada vez
son mas, aumentando en mujeres mayores de 40 afios.

Concluimos que CISH es una buena alternativa para FISH en el estudio de la amplificacion del gen
Her2/neu en pacientes con céncer de mama ductal invasivo; en base a la alta concordancia
encontrada con FISH (estandar de oro). Resultd ser una técnica mas sencilla, mas barata, facil de
archivar, que no requiere instrumental especial; parecido a la IHQ. Ademas este estudio se puede

utilizar como base para en un futuro contar con este tipo de estudios en nuestro hospital. Y por

ultimo concluimos que todas las IHQ positivas deben ser confirmadas por FISH o CISH.
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J. CONCLUSIONES

= Se validaron los procedimientos de hibridacion in-situ (CISH y FISH) para ser
realizados en nuestro hospital.

= CISH es una buena alternativa de FISH para el estudio de prondstico y terapéutica,
en pacientes con cancer de mama ductal invasivo.

= Se deben de corroborar a todas las IHQ positivas por una metodologia méas

especifica, ya sea FISH o CISH.
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K. RECOMENDACIONES

La biologia molecular es un area que ha ido tomando un papel muy importante en el area de
diagnostico de las enfermedades. Ya que estos estudios son muy sensibles y especificos
cada vez mas laboratorios implementan este tipo de estudios en sus corridas de rutina. Ha
adquirido gran importancia en enfermedades hereditarias, oncologicas, hematoldgicas entre
otras.
Se ha visto que la IHQ, no es lo suficientemente especifica como para considerarla unico
estudio; por lo que se recurre al FISH, el estandar de oro.
FISH es una técnica compleja de realizar, cara, y requiere de instrumental y personal
especial. Pero vimos que el CISH puede ser una buena alternativa.
Recomendaciones en cuanto a la metodologia de FISH:
~ Si se manejan muestran fijadas en parafina por mas de 3 meses, se debe de ampliar
el tiempo en xilol, de lo que marca su inserto. 4 cambios de xilol de 10 minutos.
~ El tiempo en la solucion de pretratamiento dejarlo por 60min. El doble de tiempo
sugerido por el fabricante.
~ Y el tiempo del tratamiento con proteasa, aumentarlo a 45 min.
~ Temperatura, pH y tiempo preciso.
~ La camara de hibridacion Hybrite, debe permanecer himeda. Se puede utilizar una
gasa humeda.
~ Utilizar agua estéril
~ Utilizar nuevos reactivos cada dia

~ Utilizar guantes al aplicar la sonda
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~ Realizar una tincion de HE al tumor para verificar el area de tumor, y el resto del
tejido eliminarlo. De esta forma se utiliza menos cantidad de sonda.

~ Se puede utilizar 5 pl de sonda.

~ Realizar la hibridacién en el Hybrite. El inserto sugiere hacerlo en una estufa en
cajas de plastico humidificadas.

~ Sellar las puntas del cubreobjetos con barniz de ufias

Recomendaciones en cuanto a la metodologia de CISH:

~ Utilizar vasos coplin de pléastico en la olla exprés

~ Utilizar agua estéril

~ Los pasos de lavado se pueden alargar un poco para eliminar los residuos.

~ Al aplicar las gotas de reactivo, secar con pafiuelo de papel las orillas.

~ Utilizar el Hybrite para las incubaciones de 37°C. El inserto sugiere hacerlo en
estufa en cajas de plastico humidificadas.

~ La contratincion con hematoxilina, por 3 segundos. Para dejar claros los nucleos y
asi poder observar las sefiales cafés.

~  Cubrir con resina liquida y cubreobjetos largo.

~ No hay tejidos de control hechos por el fabricante. Tener cortes ya preparados

positivos y negativos para el uso de cada corrida.
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L. ANEXOS

a. Cuadros de resultados

Figura 1: La activacion del receptor de un factor de crecimiento implica la unién de un ligando,
dimerizacion y autofosforilacion. Un receptor oncogénico truncado que carece de la region de union

del ligando es constitutivamente activo porque no tener la represion de la terminal N.

Receptor de un factor de crecimiento en respuesta al ligando

Unién del ligando Dimerizacion
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Figura 2. Esquema de los marcajes de FISH, CISH e IHQ. Arriba se observa una célula normal, en

la parte inferior una célula con sobre expresion de Her2 y amplificacién de Her2/neu.

Proteina Her2 gen Her2/neu FISH

Anexo 1. Estadificacion por TNM en cancer de mama

Etapa T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO

A T0 N1 MO
Tl N1 MO

T2 NO MO

1B T2 N1 MO
T3 NO MO

A T0 N2 MO
Tl N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO

1B T4 Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO

[\ Cualquier T Cualquier N M1
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TAMANO DEL TUMOR (T)

TO No evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ; carcinoma intraductal, carcinoma lobular in
situ, enf de Paget del pezo6n sin tumor.
T1 <2cm
T1mic: microinvasion
T1la: 0.1-0.5cm
T1b: 0.5-1cm
T1lc:1-2cm
T2 2-5cm
T3 <5cm
T4 Tumor de cualquier tamafio

T4a: Extension a la pared torécica

Tab: Edema o ulceracion de piel en el seno 0 nodulos satelitales
en el mismo seno

T4c: ambos T4ay T4b

T4d: carcinoma inflamatoria

NODULOS LINFATICOS (N)

NO Nodulos linfaticos regionales sin metastasis

N1 Nodulos linfaticos axilares ipsilaterales

N2 Nodulos linfaticos axilares ipsilaterales adheridos a otras
estructuras

N3 Nodulos linfaticos internos mamarios ipsilaterales

METASTASIS A DISTANCIA

MO

No metastasis a distancia

M1

Metastasis a distancia
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Anexo 2. Tipos histoldgicos de cancer de mama y su frecuencia.

TIPO

Frecuencia

Ductal infiltrante 80-90%
Medular 5-8%
Coloide (mucinoso) 2-4%
Tubular 1-2%
Papilar 1-2%
Lobular invasivo 6-8%

Canceres raros

No invasivo 4-6%
Intraductal 2-3%
Lobular in situ 2-3%

<1%

Juvenil (secretorio)

Epidermoide

Sudoriferous

Tabla 1. Tabla de contingencia.

Valores experimen

Valores de referencia

POSITIVOS |[ NEGATIVOS

POSITIVOS alb a+b
NEGATIVOS c|d c+d
Total

b+d

(at+b+c+d)

41
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Figura 3. CISH para Her2/neu en cancer de mama. Arriba se observan dos tumores con >5 copias,
inclusive se observan acimulos se sefiales considerados como positivos. Abajo dos tumores con <5

copias considerados negativos.

Figura 4. FISH para Her2/neu en cancer mamario. B1: relacion <2, sin amplificacion. B2: relacion >2,

amplificado. En verde se observa el centromero del cromosoma 17g, en naranja se observa el Her2/neu.
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Tabla 2. Tablas de contingencia entre FISH, CISH e IHQ en la deteccion del Her2/neu en 36 casos de cancer

mamario.

FISH

CISH

IHQ

TOTAL

POSITIVO

REFERENCIA

POSIT

15

IVO NEGATIVO

TOTAL

15

NEGATIVO

POSITIVO

14

19

14

NEGATIVO

POSITIVO

17

19

NEGATIVO

17

10

19

10
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Tabla 3. Coeficiente kappa y concordancia entre FISH, CISH e IHQ, en 36 casos de cancer

mamario.

Método No. positivos/ Coeficiente kappa | Concordancia

No. negativos

FISH 15/21 0.888 94.5%
CISH 14/22 0.831 91.7%
IHQ 26/10 0.512 75%

Tabla 4. Comparacion entre CISH y FISH en el estudio de Her2/neu en 36 muestras con cancer de

mama.

FISH Experimental

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
——————————————————————————————

CISH POSITIVO 14 0 14

experimental NEGATIVO 1 21 22

TOTAL 15 21 36

Tabla 5. Relacion entre FISH y CISH con IHQ, en 36 casos de cancer mamario.

FISH Experimental CISH Experimental| TOTAL

POSITIVO | NEGATIVO | POSITIVO | NEGATIVO
——————————————————————————————————————————————

IHQ POSITIVO 15 11 14 12 26

Experimental NEGATIVO 0 10 0 10 10

TOTAL 15 21 14 22 36
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