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RESUMEN

Objetivo: Determinar la concordancia entre Inmunohistoquimica (IHQ) e
Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) en la evaluacion de Her-2/neu en
carcinomas de mama que no expresen receptores de estrogenos o
progesterona ni sobreexpresen Her-2/neu mediante IHQ (triple negativos) y
definir las caracteristicas histopatolégicas de los mismos.

Métodos: Los casos estudiados proceden de distintos hospitales. Se
realizd6 FISH a los casos triple negativos y a un grupo testigo que expresara
receptores hormonales y/o Her-2/neu. Se evalud la concordancia entre ambas
pruebas y se calculé la sensibilidad, especificidad y valores predictivos en
ambos grupos.

Resultados: De 99 casos estudiados, 15.5% fueron triple negativos (IC
95% 8.7-23.7), al evaluar sobreexpresion de Her-2/neu, la concordancia entre
IHQ y FISH fue de 100% tanto en el grupo problema como en el testigo,
calculandose para la IHQ en esta aplicacién, una especificidad de 100% (IC
95% 78.2-100). 7 casos (46.5%) fueron grado 2, y 7 mas grado 3, dos de los
cuales correspondieron a variante medular.

Conclusiones: La IHQ es altamente especifica para evaluar Her2/neu
en casos triple negativos, los cuales constituyen una proporcion importante de
los carcinomas mamarios. Los datos obtenidos pueden servir como
antecedente para el desarrollo de estudios clinicos, terapéuticos y genéticos,
asi como para la planeacién de insumos a mediano y largo plazo.



ANTECEDENTES

El cancer de mama es la segunda neoplasia maligna mas
frecuentemente diagnosticada y la segunda causa de muerte por cancer en
mujeres en edad reproductiva de nuestro pais, con un comportamiento
ascendente en los ultimos 20 afios teniendo por tanto, a nivel nacional y mundial,
importantes repercusiones socioecondémicas.

Se han identificado factores prondsticos y predictivos de esta neoplasia. Los
primeros relativos al comportamiento esperado de la enfermedad y los segundos
referentes a la respuesta probable al tratamiento. Entre éstos ultimos destaca la
expresion en células tumorales, de receptores hormonales de estrogenos y
progesterona (RE y RP) y la sobreexpresion del receptor Her-2/neu, los cuales
cobran particular importancia cuando dado el estadio avanzado de la
enfermedad, solo es posible ofrecer prevencién terciaria, fendmeno que ocurre
en nuestro pais, donde la mayor parte de los casos estan en estadio Ill o IV al
momento del diagndstico. "

Para todas las pacientes con carcinoma invasor independientemente del
estadio, y para algunas pacientes con carcinoma in situ, se recomienda la
hormonoterapia si las células tumorales expresan receptores nucleares para
estrogenos y/o progesterona, que como es sabido, pertenecen a la familia de
receptores de hormonas esteroideas cuyo papel fundamental en la glandula
mamaria tanto normal como neoplasica consiste en el crecimiento y proliferaciéon
celular. Asi mismo, en los ultimos anos, se ha aprobado también el uso de
anticuerpos monoclonales contra  Her-2/neu, en pacientes con enfermedad
sistémica cuyos tumores expresen esta proteina transmembrana, miembro de la
familia de receptores de factores de crecimiento epidérmico (EGFR por sus
siglas en inglés) que no sdlo inicia su actividad de tirosina cinasa por un ligando
(probablemente heregulina) sino también por la interaccion con otros EGFR
activados entre si o por ligandos diferentes al receptor del factor de crecimiento,
culminando en la alteracion del ciclo y diferenciacion celulares. 2>*

La expresion de estos tres biomarcadores (RE, RP y Her-2/neu) en
tumores mamarios ha sido ampliamente estudiada, al igual que su relacion con el
grado y subtipo histolégico del tumor, lo que podria resumirse como sigue:

e Entre el 60 y 70% de los carcinomas mamarios expresan RE, RP o
ambos, mientras que un 20-35% expresan Her-2/neu. La expresion de
los primeros se asocia con un grado histolégico bajo (tumores bien
diferenciados) y con respuesta favorable a tratamiento con antagonistas
estrogénicos hasta en un 70% de las pacientes. Por otra parte, la
sobreexpresion de Her-2/neu, se ha relacionado con tumores de alto
grado (poco diferenciados), con alto indice de proliferacién celular,
ganglios positivos, pronostico desfavorable, y aun predecir la respuesta
a algunos agentes quimioterapéuticos siendo blanco potencial para
terapia sistémica inmuno-especifica.*>*®

e Se podria esperar por lo anterior, que cuando un tumor es de bajo
grado, exprese RE y/o RP, pero rara vez Her-2/neu, y que ocurra lo
contrario cuando es de alto grado, (sobreexpresion de Her-2/neu, y



ausencia de receptores hormonales) es decir, se espera que la mayor
parte de tumores expresen al menos 1 de los 3 biomarcadores.

e Aun asi, se estima que entre 20 y 30% de los carcinomas mamarios, son
negativos tanto para receptores hormonales como para Her-2/neu (“triple
negativos”) y se les relaciona con alto grado histolégico, mayor numero
de ganglios positivos, mutacién de los genes BRCA 1y 2 y menores
periodos de vida libres de enfermedad.”®

Estos casos seran el centro de esta investigacion, encontrarlos es
perfectamente posible desde el punto de vista biolégico, pero también es
posible que el tejido no sea apto para la inmunomarcacion por defectos en su
procesamiento y/o conservacion.

A este respecto debo mencionar que mas de 50% de los tejidos
correspondientes a carcinoma de mama que sSe procesan con
inmunorreacciones en nuestro laboratorio, se reciben provenientes de otros
hospitales institucionales o privados, y ya incluidos en bloques de parafina,
esto es: no podemos asegurar que hayan sido conservados y procesados con
los mismos métodos llevados a cabo en nuestro servicio y que permiten de
manera ordinaria optimizar la recuperacion de antigenos para
inmunomarcacion. Surge entonces una pregunta:

¢ Se pueden encontrar problemas en la recuperacion de antigenos,
aunque el tejido no muestre cambios por mal procesamiento detectables en el
corte histologico examinado con microscopio de luz?

Se ha demostrado que la inmunohistoquimica (IHQ), es el procedimiento
de eleccion para determinar la expresion de receptores hormonales en tumores
de mama, y aunque con un adecuado procesamiento del tejido, control de
calidad y volumenes altos de casos evaluados por afo, se consigue una
concordancia muy alta (98%) entre la IHQ y la Hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH por sus siglas en inglés), ésta es el estandar de oro para la
evaluacion de Her-2/neu (actualmente, la técnica de FISH se recomienda solo
para casos “no concluyentes” por inmunohistoquimica; esto es, positivos (2+),
biopsias por trucut o tejido mal fijado).>* %13

Considerando todo lo anterior, ¢Es confiable un diagndstico histopatolégico
que determine negatividad para Her-2/neu, en casos triple negativos,
Unicamente con base en la evaluacion por inmunohistoquimica?

Finalmente estamos hablando de las alternativas de tratamiento de un
paciente; es entonces primordial asegurar que estos casos no son falsos
negativos, lo cual se conseguiria comparando los resultados obtenidos con
ambas técnicas.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Es necesario realizar la evaluacion de Her-2/neu por medio de hibridacion in
situ con fluorescencia , en casos de carcinoma de mama que muestren
negatividad por inmunohistoquimica tanto  para Her-2/neu, como para
receptores de estrogenos y de progesterona ?



JUSTIFICACION

El cancer de mama es actualmente la 2da causa de muerte por
neoplasia en poblacién femenina de nuestro pais, su tasa de mortalidad se ha
incrementado 64% en los ultimos 20 afos, siendo en 1997 de 10.2/100,000
mujeres mayores de 15 afos. Los datos anteriores semejan cada vez mas a los
observados en paises industrializados.! Tan sélo en nuestro hospital, de 9,500
biopsias que se revisan en promedio cada afno, alrededor de 300 corresponden
a tejido mamario con carcinoma.

La edad de presentacion es predominantemente en mayores de 50
afos, sin embargo, estudios mas acuciosos de deteccion oportuna en grupos
de riesgo revelan un mayor numero de casos en poblacidon econémicamente
activa. En paises desarrollados, 80% de los tumores malignos de la mama se
diagnostican en estadios tempranos (I 6 Il), en México, lamentablemente sblo
30% se identifican en esta etapa, por lo que las pacientes tienen menores
expectativas en cuanto a sobrevivencia y calidad de vida.

La deteccién temprana y tratamiento oportuno aumentan la tasa de
sobrevivencia a 5 afos hasta en un 80%, disminuyendo notablemente los
costos, y particularmente, para el caso de la quimioterapia adyuvante, el
tratamiento para mujeres con tumores con receptores estrogénicos positivos
es de 3 a 5 veces menos costoso que para mujeres con tumores que no los
expresan. Por otra parte, las pacientes con tumores de mama “triple negativos”
son particularmente dificiles de tratar, ya que suelen responder mal a los
agentes quimioterapéuticos habituales."*"

No encontramos hasta la fecha estudios semejantes al presente en
nuestro pais y tanto por las implicaciones prondsticas para cada paciente en
particular, como por la planeacion de insumos diagnosticos y terapéuticos en
general, es decisivo detectar casos falsos negativos y estimar la frecuencia
con la que debemos esperar que se presenten casos triple negativos.



HIPOTESIS

Los carcinomas de mama que son negativos tanto para receptores de
estrégenos 'y progesterona como para Her-2/neu por medio de
inmunohistoquimica, si sobreexpresan Her-2/neu, cuando son evaluados por
medio de Hibridacion in situ con fluorescencia.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar la concordancia entre IHQ y FISH en la evaluacion de Her-
2/neu en casos de carcinoma de mama que muestren negatividad por IHQ
tanto para Her-2/neu como para receptores de estrégenos y progesterona.

Objetivos Especificos:
1. Detectar casos falsos negativos a la sobreexpresion de Her-2/neu.

2. Sugerir, si los resultados apoyan nuestra hipotesis, la prueba de
FISH para la determinacion de Her-2/neu, y aun para RE y RP, en casos
negativos por inmunohistoquimica para los 3 biomarcadores.

3. Estimar la frecuencia con la que podemos esperar que se
presenten estos casos y las caracteristicas histopatoldgicas asociadas (subtipo
y grado).

4. Insistir en la estandarizacion de métodos para la conservacion y
proceso técnico de especimenes.

5. Contribuir a la mejor caracterizacion del cancer de mama en
nuestro medio, lo que ulteriormente podria ser util tanto en el desarrollo de
estudios clinicos, como en la planeacion de insumos diagndsticos y
terapéuticos.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio: Descriptivo, comparativo y abierto.

Muestra: La implementacién de estudios de inmunohistoquimica en el
servicio de Anatomia Patologica de este Centro Médico Nacional, inicié en el
afio 2002, sin embargo, la evaluacion sistematica con los 3 biomarcadores en
estudio (receptores de estrogenos, progesterona y HER-2/neu) en biopsias de
mama, se consolidé hasta mediados del afio 2004, por lo cual decidimos para
esta investigacion, seleccionar los casos diagnosticados a partir de el 01 de
enero de 2005 y hasta el 31 de julio de 2006.

Partiendo del numero promedio de biopsias correspondientes a
carcinoma de mama, en relacion con el total de biopsias recibidas por afio en
nuestro servicio, se calculd una muestra para comparar proporciones
binomiales, la cual arrojaria un poder estadistico mayor de 0.98, si estuviese
constituida por lo menos con 100 casos;!" se aplico entonces el muestreo
sistematico, partiendo de un universo de 372 casos, tomados del registro de
solicitudes de inmunohistoquimica de nuestro laboratorio, completando una
muestra de 124.

Criterios de inclusién: Casos de carcinoma de mama que cuenten con
inmunotinciones para Her-2/neu, asi como para receptores de estrégenos y de
progesterona.

Criterios de exclusion:

¢ Que el tejido presente cambios por autdlisis o por tratamiento previo que
modifiquen su morfologia e impidan su evaluacion histopatolégica con
microscopio de luz.

¢ Que la neoplasia sea in situ.

¢ Que el caso estudiado corresponda a tejido neoplasico metastasico sin
identificar tumor primario.

e Que el tejido tumoral sea insuficiente para definir el grado y/o subtipo
histolégico.

Criterios de eliminacién: Que no se cuente con tejido disponible en
parafina.

Grupo problema: Casos que por estudio de inmunohistoquimica no
expresen RE, RP ni Her-2/neu.

Grupo testigo: Casos que por estudio de inmunohistoquimica expresen
RE, RP y/o Her-2/neu.

Cédula de recoleccion de datos:

Se utilizaron 2 formatos para este propasito:
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En el primero se registraron los 124 casos que comprendia la muestra,
describiendo de cada uno la edad de la paciente, el grado y subtipo
histolégico del tumor y la expresion de Her-2/neu y receptores
hormonales en células tumorales. Anexo 1.

En el segundo, se concentraron soélo los casos del grupo problema (triple
negativos), y un numero semejante de casos, seleccionados
aleatoriamente, que presentaran positividad al menos para uno de los 3
biomarcadores (grupo testigo), su grado histologico, el resultado de la
evaluacién de Her-2/neu por medio de IHQ y mediante FISH. Anexo 2.

Descripcion general de el estudio:

De cada caso de nuestro universo, se determinara la variante y el grado
histolégicos, evaluado por microscopia de luz y aplicando los criterios de
la OMS para dicho propoésito (escala de Scarff Blomm Richardson
modificada por Elston y Ellis)'?, tal como estipula la NOM-041-SSA2-
2002. Ver Anexo 3.

Para la inmunomarcacién de receptores de estrogenos y de
progesterona se utilizan en nuestro laboratorio, anticuerpos de la clona
1D5, isotipo IgG1, kappa, y de la clona 1A6, isotipo IgG1 (Dako Corp),
respectivamente. La inmunomarcacion de Her-2/neu se lleva a cabo con
el sistema HercepTest® (Dako Corp).

Se considera POSITIVA la expresién de receptores de estrogenos y
progesterona si se identifica inmunoreaccién nuclear en cualquier
numero de células tumorales siempre y cuando se disponga de testigos
tisulares adecuados.™

Para efectos de correlacion entre la expresion de receptores hormonales
con otras variables, se considerara caso positivo, si el tumor expresa
receptores de estrogenos y/o receptores de progesterona.

La evaluacion de la sobreexpresion de Her-2/neu, es segun la
recomendacioén del fabricante del sistema HercepTest® como se resume
a continuacion, en base a la inmunorreaccidon de membranas de células
neoplasicas:
o Negativo: Menos de 10% de las células.
o Negativo (1+): Mas de 10% de las células con inmunorreaccion
débil en una parte de la membrana.
o Positivo (2+): Mas de 10% de las células con inmunorreaccion
débil a moderada en toda la membrana.
o Positivo (3+): Mas de 10% de las células con inmunorreaccion
intensa en toda la membrana.

Se definira el grupo problema y, de forma aleatoria, del mismo universo,
un numero de casos similar, pero que expresen alguno de los 3
biomarcadores mencionados .
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El investigador asociado, en este caso profesor titular y asesor de tesis,
fungird como segundo observador.

Se recabara el material en parafina correspondiente a los casos de los
grupos antes mencionados y se enviara al laboratorio externo  para
determinacion de Her-2/neu por medio de FISH, técnica llevada a cabo
en cortes desparafinados, utilizando sonda dual fluoresceinada de Her-2
neu/centromero 17 (Her FISH/Dako Cytomation®); las preparaciones se
observan en microscopio de fluorescencia, son digitalizadas y revisadas
en un analizador de imagenes.

La amplificacién genética es determinada por la proporcion existente
entre el numero de sefales que resultan de la hibridacion del gen Her2 y
el que resulta de la hibridacion del centromero del cromosoma 17,
utilizado como referencia. Se considera que existe amplificacién del gen
Her-2, si la proporcidn antes descrita es mayor de 2.2 y/o un numero de
copias del gen Her-2 mayor de 4 por célula.

Analisis de datos: Una vez recabados los datos y contando con los

resultados de la prueba de Hibridacion in situ para los casos del grupo
problema y del grupo testigo, se describiran y analizaran los siguientes puntos:

Numero de casos estudiados.

Grupos etarios.

Grado y subtipo histolégico.

Expresion de receptores hormonales y sobreexpresion de Her-2/neu.
Concordancia entre IHQ y FISH en la evaluacién de la expresiéon de Her-
2/neu (casos y testigos).

Caracteristicas histopatologicas de los casos y testigos.

Para el analisis estadistico se utilizaron los software:

Epi Info 6.04.
Primer Biostatistics 3.07

Métodos matematicos para el analisis de datos:

. Estadistica descriptiva:

a) Tablas de frecuencia y tablas de contingencia.

b) Medidas de resumen estadistico

c) Gréficas de barras y circulares

Estadistica inferencial:

a) Calculo de sensibilidad y especificidad.

b) Construccion de intervalos de confianza para proporcion poblacional:
Método binomial exacto para proporciones, sensibilidad y especificidad.

Método de Mantel-Haenszel para correlacion entre receptores
hormonales y Her-2/neu.

* Laboratorio de Patologia Quirargica y Citologia de Puebla S.C.
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RESULTADOS

Del total de casos que constituian la muestra, se excluyeron 25. Los
motivos de exclusion se muestran en la tabla 1.

Se evaluaron los 99 casos restantes, encontrando que, por grupos
etarios, el 66% de los casos se presentaron en mujeres de entre 41 y 60 afios
(Grafica 1) y el subtipo histolégico predominante fue el ductal con un total de 79
casos. (Tabla 2).

Ahora bien; con respecto a la expresion de receptores de estrogenos, se
encontré que 56.5% de los casos, fueron positivos, con un Intervalo de
Confianza a 95% (IC 95%) de 46.2-66.5, 55.5% expresaron receptores de
progesterona (IC95% 45.2-65.5) y por inmunohistoquimica, el 23.2%
sobreexpresaron Her-2/neu (IC95% 15.3-32.8).

Al relacionar las variables anteriores entre si, solo 10.3% de los casos
que expresaron receptores hormonales sobreexpresaron Her-2/neu, mientras
que de los casos negativos a receptores hormonales, los positivos y negativos
a Her-2/neu fueron 48% y 52%, respectivamente (Ji>= 18.8, P=0.0000145).
(Tabla 3).

Se relacion6 también el grado histolégico de los casos con su estatus
por inmunohistoquimica: receptores hormonales y Her-2/neu. Ji? = 19.43,
P=0.0003. Los resultados se describen con detalle en la tabla 4 y se
esquematizan en la gréfica 2.

Como se aprecia en dicha tabla, se encontraron 16 casos triple
negativos, de los cuales, 1 se elimind por no encontrarse disponible el bloque
de parafina. Asi, se consideraron 15 casos para nuestro estudio central, y 14
casos mas como testigos.

Al comparar los resultados de la evaluacién de Her-2/neu por IHQ y por
FISH, se encontrd una concordancia entre ambos de 100%. (Tablas 5y 6).

La especificidad y valor predictivo negativo de la IHQ en el grupo
problema y en el testigo se considera entonces de 100% con IC95% de 78.1-
100 y 73.5-100, respectivamente; considerando casos y testigos, el intervalo es
de 87.2-100. La sensibilidad y valor predictivo positivo (también de 100%)
evaluada en los 2 casos del grupo testigo con 1C95% muestra un intervalo de
15.8 a 100.

En cuanto a las caracteristicas histopatologicas de los casos triple
negativos, 1 fue grado 1, 7 grado 2 y 7 mas grado 3; de éstos ultimos, 2
corresponden a la variante medular, el resto son de tipo ductal. El grupo testigo
estuvo constituido sélo por carcinomas ductales: 1 grado 1, 8 grado 2 y 5 grado
3.
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DISCUSION

Nuestra hipétesis fue rechazada. El valor predictivo negativo de la IHQ
para determinar sobreexpresion de Her-2/neu en casos triple negativos es
suficientemente alto para sugerir que en ausencia de alteraciones histolégicas
francas que denoten defectos en el procesamiento de un tejido con carcinoma
de mama, no es necesario proceder a la evaluacion de dicho biomarcador
mediante FISH.

Independientemente del resultado, el diagndstico sélo es el punto final
de una serie de procedimientos que terminaran por influir directamente en las
decisiones terapéuticas para un paciente por lo que debe seguirse insistiendo
en su estandarizacion, poniendo especial énfasis en la fijacién.13

Aunque no era uno de nuestros objetivos principales, este estudio nos
permiti6 analizar el estatus de expresion de receptores hormonales y Her-
2/neu, identificando que 57% del total de casos van a agruparse en la categoria
“‘Receptores hormonales positivos, Her-2/neu negativo”, la mayoria de ellos con
grado histoldgico 1 o 2.

Este comportamiento puede facilmente concordar con las
observaciones de la mayoria de los estudios que describen la expresidn de los
biomarcadores en estudio; sin embargo, lo que llama la atenciéon es que la
segunda tendencia de agrupacién de los casos estudiados esta en la categoria
‘Receptores hormonales negativos, Her-2/neu negativo”, es decir,
considerando al 43% de los casos restantes, es 2 veces mas probable
encontrar casos “triple negativos” o “receptores hormonales negativos, Her2
positivo” que casos “triple positivos”.

La proporcion encontrada de casos triple negativos, considerando el
intervalo de confianza para proporcion poblacional, concuerda con la literatura
revisada.” Lo mismo puede decirse de los grados histoldgicos prevalentes en
dicho grupo.®

El haber detectado 2 carcinomas medulares en el grupo problema era
hasta cierto punto esperado, sabemos que el estatus clasico de esta variante
es ‘“triple negativo” y que también se asocia con mutaciones BRCA1 y
BRCA2."? Restaria dar seguimiento a este grupo de pacientes para definir las
caracteristicas clinicas, particularmente el estadio, factor que disminuye las
diferencias que con implicaciones prondsticas se describen entre variantes
histologicas.

Finalmente, esperamos que el presente estudio pueda servir como
precedente para el desarrollo de nuevas investigaciones:

¢ Se puede incluir a estas pacientes en algun ensayo terapéutico?
¢ El estatus triple negativo puede considerarse como pauta para definir

grupos prioritarios para estudio citogenético que detecte mutaciones de BRCA
1y27?
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¢ Podria ampliarse este estudio a familiares sanas?

¢ Podrian estas ultimas beneficiarse de medidas preventivas eficaces?
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ANEXO 1

Formato A. Para la recoleccion de datos.
(Pagina 1de 3)

VARIANTE RECEPTORES | RECEPTORES
) GRADO DE DE

CASO EDAD HISTOLOGICA | HISTOLOGICO | ESTROGENOS | PROGESTERONA | HER-2/NEU
1 54 | Medular 3 | negativo negativo negativo (0)
2 EXCLUIDO
3 52 | Ductal 2 | Positivo Positivo Negativo
4 EXCLUIDO
5 57 | Ductal 3 | negativo negativo Positivo (3+)
6 64 | Ductal 1 | Positivo negativo negativo (0)
7 63 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
8 53 | Ductal 1 | negativo negativo Positivo (3+)
9 68 | Ductal 2 | Positivo Positivo negativo (0)
10 69 | Mucinoso 1| Positivo negativo negativo (0)
11 52 | Ductal 3 | negativo negativo negativo (0)
12 EXCLUIDO
13 66 | Ductal 2 | Positivo negativo negativo (1+)
14 53 | Ductal 1| Positivo Positivo negativo (0)
15 69 | Adenoideo-quistico 1 | Positivo Positivo negativo (0)
16 58 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
17 EXCLUIDO
18 49 | Ductal 3 | negativo negativo Positivo (3+)
19 EXCLUIDO
20 52 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
21 EXCLUIDO
22 EXCLUIDO
23 53 | Ductal 1 | Positivo negativo negativo (0)
24 51 | Ductal 3 | Positivo negativo negativo (0)
25 43 | Ductal 1 | Positivo Positivo Negativo
26 39 | Ductal 2 | negativo negativo Positivo (3+)
27 68 | Lobulillar 2 | Positivo Positivo negativo (0)
28 36 | Ductal 3 | negativo negativo negativo (0)
29 39 | Ductal 2 | negativo Positivo negativo (1+)
30 EXCLUIDO
31 58 | Ductal 3 | Positivo Positivo Positivo (3+)
32 53 | Ductal 2 | negativo Positivo negativo (0)
33 39 | Ductal 1| Positivo Positivo negativo (0)
34 46 | Ductal 3 | Positivo Positivo negativo (0)
35 54 | Ductal 1 | Positivo negativo negativo (0)
36 60 | Ductal 1 | negativo negativo Positivo (3+)
37 EXCLUIDO
38 EXCLUIDO
39 41 | Ductal 2 | Positivo negativo negativo (0)
40 EXCLUIDO
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Formato A. Para la recoleccion de datos (pagina 2 de 3).

RECEPTORES | RECEPTORES
VARIANTE GRADO DE DE

CASO EDAD HISTOLOGICA | HISTOLOGICO | ESTROGENOS | PROGESTERONA | HER-2/NEU
41 EXCLUIDO
42 44 | Ductal 2 | negativo negativo negativo (1+)
43 48 | Ductal 3 | negativo negativo negativo (0)
44 52 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
45 40 | Ductal 2 | Positivo negativo negativo (0)
46 43 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
47 49 | Ductal 2 | negativo Positivo negativo (0)
48 EXCLUIDO
49 51 | Ductal 1 | negativo Positivo negativo (0)
50 52 | Ductal 3 | negativo negativo Positivo (3+)
51 35 | Cribiforme 1 | Positivo Positivo negativo (0)
52 63 | Ductal 1| negativo negativo negativo (0)
53 48 | Ductal 2 | negativo negativo negativo (0)
54 EXCLUIDO
55 59 | Ductal 3 | negativo negativo negativo (0)
56 54 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
57 45 | Ductal 1| Positivo Positivo negativo (0)
58 59 | Ductal 2 | negativo negativo Positivo (3+)
59 49 | Ductal 2 | negativo negativo negativo (0)
60 42 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
61 41 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
62 53 | Ductal 2 | Positivo Positivo negativo (0)
63 41 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
64 43 | Ductal 2 | negativo negativo negativo (0)
65 50 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
66 EXCLUIDO
67 74 | Ductal 1 | Positivo Positivo Positivo (2+)
68 58 | Ductal 1| negativo Positivo negativo (0)
69 51 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
70 64 | Ductal 2 | Positivo Positivo negativo (0)
71 58 | Ductal 1| negativo negativo Positivo (3+)
72 53 | Ductal 3 | negativo negativo negativo (0)
73 44 | Lobulillar 1 | Positivo Positivo negativo (0)
74 66 | Ductal 2 | negativo Positivo negativo (0)
75 51 | Ductal 2 | Positivo Positivo negativo (0)
76 52 | Ductal 1 | Positivo Positivo Positivo (2+)
77 78 | Ductal 2 | negativo negativo negativo (0)
78 46 | Ductal 1| negativo Positivo negativo (0)
79 65 | Ductal 1 | negativo Positivo negativo (0)
80 62 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
81 51 | Micropapilar 1 | negativo Positivo negativo (1+)
82 38 | Ductal 1| Positivo Positivo Positivo (3+)
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Formato A. Para la recoleccion de datos (pagina 3 de 3).

RECEPTORES | RECEPTORES
VARIANTE GRADO DE DE

CASO EDAD HISTOLOGICA |HISTOLOGICO | ESTROGENOS | PROGESTERONA | HER-2/NEU
83 57 | Ductal 2 | negativo Positivo Positivo (3+)
84 81 | Ductal 2 | Positivo Positivo negativo (0)
85 71 | Ductal 1| negativo negativo Positivo (2+)
86 34 | Ductal 2 | Positivo Positivo negativo (1+)
87 51 | Ductal 1| Positivo negativo Positivo (3+)
88 65 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
89 EXCLUIDO
90 68 | Ductal 2 | Positivo negativo negativo (0)
91 EXCLUIDO
92 57 | Ductal 2 | negativo negativo Positivo (3+)
93 37 | Ductal 2 | negativo negativo negativo (0)
94 46 | Ductal 1| Positivo Positivo negativo (1+)
95 EXCLUIDO
96 46 | Ductal 1 | negativo negativo Positivo (3+)
97 50 | Ductal 2 | Positivo Positivo Positivo (3+)
98 45 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
99 46 | Ductal 2 | negativo negativo Positivo (3+)
100 EXCLUIDO
101 45 | Ductal 2 | negativo negativo negativo (0)
102 EXCLUIDO
103 54 | Ductal 1| negativo Positivo negativo (0)
104 48 | Mucinoso 1| Positivo Positivo negativo (0)
105 47 | Ductal 1| negativo negativo Positivo (3+)
106 63 | Ductal 3 | Positivo Positivo negativo (0)
107 EXCLUIDO
108 EXCLUIDO
109 EXCLUIDO
110 57 | Mucinoso 1| Positivo Positivo Negativo
111 56 | Ductal 1 | Positivo Positivo negativo (0)
112 55 | Ductal 2 | Positivo Positivo negativo (0)
113 38 | Medular 3 | negativo negativo negativo (0)
114 51 | Ductal 1| Positivo Positivo negativo (0)
115 71 | Ductal 2 | negativo negativo negativo (0)
116 EXCLUIDO
117 36 | Ductal 3 | negativo negativo Positivo (2+)
118 EXCLUIDO
119 69 | Ductal 2 | Positivo Positivo negativo (0)
120 49 | Ductal 2 | negativo negativo Positivo (3+)
121 52 | Ductal 3 | Positivo negativo negativo (0)
122 34 | Ductal 2 | Positivo Positivo negativo (0)
123 44 | Ductal 2 | Positivo negativo negativo (0)
124 47 | Ductal 2 | negativo negativo Positivo (3+)
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ANEXO 2.

Formato B. Para la recoleccion de datos.

CASOS Grado Her2-IHQ Her2-FISH TESTIGOS Grado Her2-IHQ Her2-FISH
1 1 NEG NEG 1 1 NEG NEG

2 2 NEG NEG 2 2 NEG NEG

3 2 NEG NEG 3 2 NEG NEG

4 2 NEG NEG 4 2 NEG NEG

5 2 NEG NEG 5 2 NEG NEG

6 2 NEG NEG 6 2 NEG NEG

7 2 NEG NEG 7 2 NEG NEG

8 2 NEG NEG 8 2 NEG NEG

9 3 NEG NEG 9 2 NEG NEG

10 3 NEG NEG 10 3 NEG NEG

11 3 NEG NEG 11 3 NEG NEG

12 3 NEG NEG 12 3 NEG NEG

13 3 NEG NEG 13 3 POSITIVO POSITIVO
14 3 NEG NEG 14 3 POSITIVO POSITIVO
15 3 NEG NEG

Her2-IHQ: Resultado de la evaluaciéon de Her-2/neu mediante Inmunohistoquimica.

Her2-FISH: Resultado de la evaluacion de Her-2/neu mediante Hibridacion In Situ con

Fluorescencia.
NEG: Negativo.
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ANEXO 3.

Método semicuantitativo para la evaluacién del grado histolégico en
12
mama.

Caracteristica Puntos
Formacién tubular y glandular
Mas de 75% del tumor 1
Entre 10y 75% 2
Menos del 10% 3
Pleomorfismo nuclear

Células pequenas, uniformes y regulares 1
Incremento moderado en tamario y variabilidad 2
Marcada variabilidad 3
Conteo de mitosis en 10 campos con diametro

de campo de 0.44 mm (objetivo 40x)

DeOa5b 1
De6a10 2
Mas de 11 3

El grado histologico se asigna como sigue:

Grado 1. De 3 a 5 puntos. Tumor bien diferenciado.
Grado 2. De 6 a 7 puntos. Tumor moderadamente diferenciado.
Grado 3. De 8 a 9 puntos. Tumor poco diferenciado.
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ANEXO 4

TABLAS Y GRAFICOS
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Tabla 1. Causas de exclusion.

Motivo de exclusion

Numero de casos

Tejido insuficiente 9
Laminillas no disponibles 5
Metastasis 4
Cambios por aut6lisis 3
Carcinoma in situ 2
Cambios por tratamiento 1
Sin tumor 1

Total 25

Grafica 1. Distribucién por edades

70-
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Tabla 2. Subtipo histologico

Subtipo histolégico | Numero de casos
Ductal 89
ordinario
Lobulillar
Mucinoso
Medular
Cribiforme
Adenoideo-quistico
Micropapilar
Total 99

=R INWIN

Tabla 3. Correlaciéon entre expresion de receptores hormonales y
Her-2/neu

Her-2 Her-2
Positivo Negativo
Receptores 7 61
hormonales (10%) (90%)
positivos, n=68
Receptores 15 16
hormonales (48%) (92%)

negativos, n=31
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Tabla 4. Correlacién entre el grado histolégico con la expresion de
receptores hormonales y Her-2/neu evaluados por inmunohistoquimica.

Grado | Hormonales+ | Hormonales+ | Hormonales- | Hormonales- | Total
Her2+ Her2- Her2+ Her2-
1 4 32 6 1 43
2 2 25 5 8 40
3 1 4 4 7 16
Total 7 61 15 16 99

Grafica 2. Correlacién entre el grado histolégico con la expresion de
receptores hormonales y Her-2/neu evaluados por inmunohistoquimica.
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RH: Receptores hormonales.

H2: Her-2/neu.
+ Positivo.
- Negativo.

RH+H2-
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Tabla 5. Concordancia entre IHQ y FISH en la determinaciéon de Her-2/neu.

CASOS.
Her-2/neu FISH FISH
POSITIVO NEGATIVO
IHQ 0 0
POSITIVO
IHQ 0 15
NEGATIVO

Tabla 6. Concordancia entre IHQ y FISH en la determinaciéon de Her-2/neu.

TESTIGOS.
Her-2/neu FISH FISH
POSITIVO | NEGATIVO
IHQ 2 0
POSITIVO
IHQ 0 12
NEGATIVO
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