UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL “LA RAZA”
U.M.A.E. HOSPITAL DE GINECOLOGIA'Y OBSTETRICIA No. 3

FRECUENCIA DE SOBREEXPRESION DEL RECEPTOR HER-2/neu EN
PACIENTES CON CANCER DE MAMA

TESIS
Para Obtener el Titulo de:

ESPECIALISTA EN GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA

PRESENTA:

DR. ALEX DANIEL MAMANI CANCINO

ASESOR:

DR. JUAN MANUEL GARCIA CEBADA
Colaboradores asociados:

Dra. Ivonne Casasola Busteros
Dra. Maria Guadalupe Veloz Martinez

REGISTRO: R-2010-3504-10

ANO: 2010

[1]



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DR. JUAN MANUEL GARCIA CEBADA
Jefe del servicio de Patologia

DRA. IVONNE CASASOLA BUSTEROS
Medico adscrito al departamento de Patologia

DRA. MARIA GUADALUPE VELOZ MARTINEZ
Jefe de investigacion

DR. JUAN CARLOS HINOJOSA CRUZ
Jefe de ensefianza e investigacion

[2]



INDICE

RESUMEN . ....ceiiitttetstnuunnaaeeeeseseeeeeeereresssnsssssnsssaeesesseseeseeeeemeeeeeeeeresnn 5
MARCO TEORICO......cceeeeierrrrernnnnnnnaaeeeeesseeeeeeeeeerssssssnsnnsnnnnssnnnnnnnnnneens 6
JUSTIFICACION. .. eeeeeeeeeeeeeeeeeeeersasaeaeeeeesseeseeeeeeeessssnsssnnnnnnaeeseeseeeeees 11
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA......cctttttterunnnnneeeeeeeeesseeeeeeeeeeessssnnes 11
OBUJETIVOS...ccieiiiietreetnnunnaaaeeeeeseeseesaeeeeeeeerssssssssssssssssaessseseeeeeeensssnnns 11
HIPOTE SIS, e iittuueeeeeeetetneeeeeeeerasanaaeeeeeeeennnnseaeeeesnnnnnseseeernnnnnnseseeennns 12
MATERIAL Y METODOS. .. .ciiiiiiituttueeeeeeeesnnneeeeeeeesnnnneesesesssnnnaeeseeeenns 12
CONSIDERACIONES ETICAS...ccttttueeeeeeiernnaeeeeeeernnnneeeseeesnnnnaeeseeeennnnnns 14
RECURSOS PARA EL ESTUDIO....cceeeiituuueeeeeeerennneeeseeessnnnneeeeeeessnnnnnnns 14
RESULTADOS. ..etuuuieieeeiittnuaeeseeetssnnaeeseeresnnnaeseeeersnnsaseesesessreessnsaesees 15
CONCLUSIONES. ..cttuuueeieeeeirenniaeeeeeerannsaeeseeersnnnaeseeeessssnaeeeseaeseeserannnns 31
0 1T 1 0] [ | N 32
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.....ccctttuieeeeeerrrnnaeeeeeeeennnneeierssnnnnnens 33
CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.......cctttuueeeeeeeeernnneeeeeeeeennneeeseeeennnnnns 36
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS....cceettrttueeeeeerernnneesseeersnnneeeseeeenns 37
ANEXOS. cetuuueeeeeeertnnieeeeereesnnseeseerersnsseeserersnsseeseeresnnnaeseeseesineeneseees 38

[3]



DEDICATORIA

Para mis padres, Nemesio e Hilda, que en vida me dieron todo su apoyo y paciencia. Me han
dado todo lo que soy como persona, mis valores, mis principios, mi perseverancia y mi empefio,
y todo ello con una gran dosis de amor y sin pedir nunca nada a cambio. Por haberme
ensefiado lo importante de la superacién y estudio. Principalmente a ti mama que hasta el
ultimo momento diste todo para que fuera el profesional que soy.

Para mis hermanos, Tito, Luzmery, Cesar y mi cufiada Felipa que me dieron su apoyo,
confianza y comprension. Son ejemplos de superacion, y para mi, modelos a seguir de
realizacion personal.

A esa persona que lleno todo mi corazon, que a pesar de todos los problemas fue mi compafiia
en estos anos.

A todos ellos,
Gracias de todo corazon.

Gracias mamita.

[4]



RESUMEN

Frecuencia de sobreexpresién del receptor HER-2/neu en pacientes con Cancer de
Mama.

ANTECEDENTES

La tasa de incidencia y mortalidad de cancer de mama varia ampliamente en diferentes paises,
dentro de las mas altas se encuentran paises como Reino Unido, Nueva Zelanda, Holanda
Uruguay y tasas menores como Latinoamérica con etiologia muy heterogénea donde el
HER2/neu es uno de los oncogenes mas encontrados y es un factor importante predictivo en
respuesta a la terapia.

En los diferentes estudios clinicos se ha encontrado que del 20 al 30% de las muestras van a
ser positivos para HER2/neu y también se ha observado que la incidencia entre los diferentes
paises varia de manera estadisticamente significativa. El presente estudio planteé la
oportunidad de determinar la frecuencia en nuestra poblacion de receptores HER2/neu y
hormonales en pacientes con cancer de mama y su posible relacién con la etapa TNM y estirpe
histolégica.

OBJETIVO

Principal: Determinar la frecuencia de positividad o negatividad Her2/neu en pacientes con
diagnostico de cancer de mama entre lero enero del 2007 al 31 diciembre del 2009 y su
correlaciéon con los receptores hormonales, clasificacion TNM y estirpe histolégica.

MATERIAL Y METODOS

Disefio del Estudio: descriptivo, retrospectivo y transversal.

Se incluyé todas las pacientes diagnosticadas con cancer de mama entre el lero de enero del
2007 al 31 de diciembre del 2009 en el servicio de patologia del hospital gineco-obstetricia No 3
del Centro Médico Nacional La Raza, a las que se les haya realizado determinacién de
receptores Her2/neu y receptores hormonales, se analiz6 el resultado de los mismos, asi como
la estirpe histolégica del tumor y etapa TNM.

El andlisis de datos se realizd con estadistica descriptiva: porcentajes, frecuencias, y pruebas
de asociacidn con coeficientes de correlacion. La base de datos y el andlisis se realizé en el
programa SPSS.

RECURSOS PARA EL ESTUDIO

Recursos humanos: Participo el tesista y sus tutores.

Recursos fisicos: Determinacion de estado Her2/neu mediante inmunohistoquimica contando
con el equipo en la unidad, prueba FISH confirmatoria en casos Her2/neu 2+, formato de
recoleccién de datos, captura de base de datos, Analisis estadistico.

Recursos financieros: No requiere apoyo financiero.

TIEMPO A DESARROLLARSE

Se desarrollo del 1ero de enero del 2007 al 31 de diciembre del 2009 en el servicio de patologia
del hospital gineco -obstetricia No 3 del Centro Médico Nacional La Raza.
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I.- MARCO TEORICO

.1 INTRODUCCION

Las tasas de incidencia y mortalidad del cancer de mama varian ampliamente entre los
diferentes paises. Las tasas mas altas de mortalidad (25/100000 mujeres) se encuentran en
paises como Reino Unido, Nueva Zelanda, Holanda y Uruguay. Mientras que las tasas mas
bajas (10/100000 mujeres) se encuentran en la mayoria de los paises del este asiatico y de
latinoamérica. El cancer de mama en México es la segunda neoplasia maligna méas frecuente
en mujeres, 9490 casos nuevos en 1998 con una tasa de mortalidad de 10.5/100000 mujeres
con 3405 muertes. La mayor parte de los diagndsticos se hicieron en etapas avanzadas de la
enfermedad.

El cadncer de mama es una enfermedad con una etiologia heterogénea, donde el HER2/Neu es
uno de los oncogenes mas cominmente involucrados. El proto-oncogén HER2/Neu codifica a
un receptor transmembrana del factor de crecimiento, que frecuentemente esta sobre-
expresado en 20 a 30% en el cancer de mama y se asocia con una conducta biolégica
agresiva, ademas con un pobre pronéstico y sobrevida. En estudios recientes se ha
mencionado que es un importante factor predictivo de la respuesta a la terapia (como marcador
de resistencia a la terapia hormonal y como un posible marcador de la respuesta a las
antraciclinas). El receptor HER2/Neu también es un blanco extra-celular accesible para nuevos
tratamientos especificos, como anticuerpos monoclonales humanizados (trastuzumab).

.2 VALOR PRONOSTICO Y PREDICTIVO DEL ONCOGENE HER2/Neu EN CA DE MAMA

El oncogén HER2/neu también es conocido como c-erbB-2 y codifica a una glicoproteina de
185 kilodalton, la cual es un receptor transmembrana de la superficie celular con actividad
intrinseca de la tirosina kinasa (1). La proteina HER2/Neu es extensivamente homologa y esta
relacionada con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). De manera similar al
EGFR, la proteina HER2/Neu esta involucrada en la proliferacion y crecimiento del tejido celular
normal. Su expresiéon al parecer no se encuentra regulada por la terapia hormonal (2). Es
conocido, que la amplificacion del gen HER2/Neu (aumento en el niUmero de copias) esta
acompafiado de la sobre-expresion de la proteina HER2/Neu (aumento del numero de
receptores en la membrana celular). Esto ocurre en 25% a 30% del cancer de mama; pero una
sobre-expresion de la proteina HER2/Neu en ausencia de una amplificacién del gen, es un
fendmeno raro que se reporta en aproximadamente 3% de los casos (28).

Originalmente se observo que la transcripcion de multiples copias del proto-oncogén HER2/Neu
en lineas celulares del cancer de mama causaba un aumento en la produccion de la proteina
HER2/Neu asi como una transformacion maligna. Multiples estudios han demostrado que la
sobre-expresién/amplificacién del HER2/neu ocurre en un 25% a 30% de todos los casos de
cancer de mama humano; estos tumores se correlacionan fuertemente con la ausencia de
receptores esteroideos asi como un prondstico clinico pobre y mayor agresividad (9, 35, 36).

Se ha realizado varios estudios de cohorte con gran muestra y largos periodos de seguimiento,
en la cual se observa que la sobre-expresiéon/amplificacion del HER2/neu no tiene relaciéon con
la expresion de los receptores hormonales, con negatividad en los carcinomas lobulillares,
también que es un factor prondstico independiente con ganglios positivos en el cancer de
mama (3, 6, 19, 24, 33).
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Histéricamente ha sido controversial, el papel del estado del HER2/neu en el prondstico de las
pacientes con ganglios negativos. Pero en un estudio realizado por Seshadri et al en 1993,
sugieren que la amplificacion del HER2/neu es un predictor independiente para una corta
sobrevida libre de enfermedad tanto en pacientes con ganglios positivos como negativos (10,
34). Esta observacion fue también confirmada en otros estudios, asi como también el tamafio
del tumor es un factor pronéstico independiente (15, 31).

En un estudio efectuado en Francia (29), donde se analizd la sobre-expresion de HER2, en
pacientes con cancer de mama con la primera progresion metastasica. Se encontré que el tipo
de tumor era carcinoma ductal en el 80.5% y carcinoma de mama lobular en el 12.2%. La
aparicion de la primer metastasis después de haber terminado la quimioterapia, fue: menos de
6 meses (31.8%), 6 a 12 meses (11.8%), mas de 12 meses (56.5%). Es importante mencionar
gue en esta poblacion de 696 pacientes, la prevalencia de HER2 (3+) por inmunohistoquimica
fue del 29.6% (95% IC 26-33). Este porcentaje esta en el limite superior de los resultados que
se esperaban de acuerdo a los datos publicados de estudios previos, esto puede ser debido a
gue las pacientes tenian un intervalo libre de enfermedad relativamente corto y un porcentaje
alto de pacientes tenian un tumor de alto grado (60% era grado 2 y 42% era grado 3). También
se vio que el 62% eran positivos receptores de estrégenos, de estos el 22.5% eran HER2/neu
3+. Entre los receptores de estrogenos negativos, el 42% fueron HER2/neu 3+. La alta
prevalencia de sobre-expresion de HER2 (3+) en mujeres con progresion de la enfermedad con
primera metastasis, en relacion a la poblacion en general con cancer de mama, parece
confirmar la hipotesis de la relacidn entre sobre-expresion y riesgo de metastasis. La proporcion
de HER?2 (3+) es significantemente mayor en caso de metéstasis temprana que en los casos de
metastasis tardias. Y también se concluyo que con receptores hormonales negativos tienen una
prevalencia mayor de sobre-expresion de HER2.

Otro aspecto importante del estado de HER2/Neu es su papel como marcador predictivo de la
respuesta a la quimioterapia adyuvante. Por lo que, debe ser usado también como un marcador
predictivo para escoger entre un régimen basado con antraciclinas (doxorrubicina) y una terapia
combinada como ciclofosfamida, metotrexate, 5-flurouracilo (CMF). En un estudio realizado por
Paik et al en el 2000, se evalud la sobre-expresion de HER2-Neu en 2034 especimenes de
cancer de mama,; las pacientes recibieron una combinacion de doxorrubicina (adriamicina) y
ciclofosfamida (AC), CMF, o AC seguido de CMF. Se demostrd que los pacientes con tumores
HERZ2/Neu positivos tienen un beneficio preferente con el régimen AC que al de CMF (27).

La asociacion entre sobre-expresion de HER2/Neu y la falla de respuesta a la terapia con
tamoxifeno ha sido reportada desde 1990 por varios grupos independientes con varios reportes
controversiales. También se ha observado, resistencia al tratamiento con tamoxifeno en
pacientes con receptores estrogénicos positivos (2, 4, 21, 26, 37, 39, 40). Un estudio de
Carlomagno et al en 1996 del “Gruppo Universitario Napoletano 1” (Estudio GUN-1), fue
aleatorizado, que evalla la eficacia de la terapia adyuvante con tamoxifeno. Se observé sobre-
expresion de HER2/Neu en 29.7% de los casos y se asocié de manera significativa con un
tumor de mayor tamafio y una disminucion en la expresion del receptores estrogénicos. En el
grupo con HER2/Neu positivo, el tamoxifeno no afecté el tiempo libre de enfermedad y ocasion6
un decremento en la sobrevida global (6, 10).

Como marcador prondstico, el HER2/Neu es utilizado para predeterminar el curso probable y
pronéstico de la enfermedad. Como marcador predictivo HER2/Neu es utilizado para predecir la
respuesta terapéutica de la paciente a la quimioterapia adyuvante y a la terapia hormonal;
también es utilizado para seleccionar a los pacientes que son candidatos a recibir
inmunoterapia con trastuzumab.
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1.3 TRIPLE NEGATIVO

El cancer de mama triple negativo (18) se define con un estado negativo para receptores
estrogénicos y de progesterona asi como para HER2/neu. Se menciona que el 10 a 17% de los
carcinomas de mama son triple negativo, y tiene una alta incidencia en pacientes jévenes y son
mas agresivos que los tumores pertenecientes a otros subgrupos moleculares. Se observo que
la recurrencia se iniciaba entre el primer y tercer afo, y en el seguimiento se observé que la
muerte ocurre en los primeros 5 afios de terapia. Este estado se relaciona con sobre-expresion
de EGFR y cKIT. Estos pacientes tienen beneficio con taxanos versus antraciclinas/alquilantes.

l.4 METODOS PARA LA DETERMINACION DE HER2/Neu

En la actualidad existen dos métodos que son ampliamente usados en los laboratorios clinicos
alrededor del mundo. Estos métodos son la Fluorescencia de Hibridacion in situ (FISH) y la
inmunohistoquimica (IHC), los cuales han probado ser sensibles y especificos en detectar la
amplificacion o sobre-expresién de HER2/neu, utilizando tejido preparado en parafina y fijado
con formalina.

Reaccion de IHC:

En la actualidad esta disponible de manera comercial un kit de IHC, llamado HercepTest de la
marca DAKO. El HercepTest se puede utlizar para determinar: sobre-expresion en
especimenes de tejido de cancer de mama; proporcionando mediciones semi-cuantitativas de
esta oncoproteina. Esta prueba utiliza un anticuerpo policlonal al HER2/Neu (31). Comparado
con el FISH, el HercepTest es mas econémico, consume menos tiempo, requiere una minima
instrumentacion y es muy facil para hacerlo. Como otros métodos de inmunohistoquimica
puede ser afectado por algunas variables como la fijacion del tejido, el procesamiento y las
técnicas de recuperacion del antigeno. También es importante tomar en cuenta que el sistema
para calificar los resultados de HercepTest es subjetivo y la interpretacién entre diferentes
observadores puede variar (22, 38). El resultado del estudio se reporta como: 0 a 1+ (negativo),
2+ (positivo débil), 3+ (fuertemente positivo). La variabilidad de la interpretacion de positividad
entre el resultado de IHC 2+ y 3+ es critica, pues un resultado falso-negativo negara a los
pacientes del beneficio de la terapia y un resultado falso-positivo puede ocasionar que
pacientes con un bajo nivel de HER2/Neu sean tratados innecesariamente. Se realizaron
estudios que en muestra con una expresion heterogénea del HER2/neu principalmente con
resultados de 2+ se recomienda la prueba de FISH para disminuir los falsos positivos (11, 16).
Pasos parala IHC ver anexos 1y 2.

Prueba de FISH:

Muchos autores han reportado que el método de FISH es altamente reproducible y ademas
proporciona resultados que son facilmente interpretados (25, 28, 30). La prueba de FISH es
rapida, requiere de sélo una pequefia muestra de tejido y es capaz de detectar desde niveles
muy bajos de amplificacion del gen. Algunos articulos hablan de una sensibilidad del 98% vy
especificidad del 100% (32). Este procedimiento da menos problemas en la fijacion del tejido,
ya que la molécula de DNA es mas resistente al dafio causado por la fijacion con formalina. La
interpretacion esta basada en calificar el nimero exacto de sefiales de hibridacién por nicleo
con un radio definido de corte utilizado para definir la amplificacion del gen. De manera ideal, la
prueba de FISH deberia ser usada como la prueba de inicio para determinar el estado del
oncogene HER2/Neu. Pero dado que no es posible que todos los laboratorios efectien la
prueba de FISH, entonces la prueba de IHC puede ser utilizada como el procedimiento inicial
de evaluacion y si es necesario en casos selectos confirmarlo mediante FISH. En el caso de
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pacientes gue tengan cancer de mama metastasico, cuyo tumor sea identificado como 2+ por
medio de IHC, se tendra que cuantificar también la amplificacién del gen mediante la prueba de
FISH. Pasos para la prueba FISH ver anexos 3.

Se ha hecho estudios comparando la IHC y FISH, donde no se encontré gran diferencia entre
los dos métodos para detectar sobre-expresion de HER2/neu, incluso una combinacion de
ambos los resultados son estadisticamente superiores (7).

I.5 PREVALENCIA DE HER2/neu EN CANCER DE MAMA EN DIFERENTES PAISES

La determinaciéon de HER2/neu ha demostrado ser un marcador prondstico importante en el
cancer de mama, en diferentes estudios de gran tamafio en donde se han reclutado mas de
15,000 pacientes, han demostrado que la incidencia de HER2/neu positivo es de
aproximadamente un 29%, pero también refiere que la variacion entre los diferentes paises o
los diferentes grupos étnicos de poblacion es estadisticamente significativa.

Tabla 1 HER2 y Cancer de Mama en diferentes paises.

Pais # Casos Sobre-expresion Afo Autor
estudiados HER2

USA (Boston) 48 58.4% (20)* 1999 Jacobs TW et al
Alemania 85 42% (36) 2001 Lebeau E et al
Polonia 71 40.8% (29) 2001 Tuziek et al
Alemania 37 38% (14) 2000 Bankfalvi A et al
México 1170 34.76% (398) 2002 | Zavala-P. Aetal
USA (Florida) 56 32% (18) 2000 Masood S et al
Austria 303 26.7% (81) 2001 Birner P et al
USA (Houston) 100 24% (24) 2000 Hoan MP et al
Japon 97 23.7% (23) 2002 EmyY etal
Austria 64 23% (15) 2001 Mueller-H E et al
Japon 92 22.7% (21) 2001 Hatanaka Y et al
Australia 122 21% (25) 2001 Field AS et al
Puerto Rico 143 19.6% (28) 2001 Peredo R et al
Reino Unido 216 12.6% (27) 2001 Bartlett JM et al
USA (Cleveland) 400 36.5% (146) 2001 Tubos RR et al

Tabla 2 Relacién de amplificacién del gen HER2/neu y Cancer de Mama

Pais #Casos HER 2 neu Método Afo | Autor
estudiados | Amplificacié
n
Taiwan 44 43.2% (19) Northern 1995 | Huang CS et al
Blot
Alemania 85 28% (29) FISH 2001 | Lebeau A et al
Rusia 142 25% (36) o? 1993 | Imayanitov EN et
al
Alemania 40 23% (9) FISH 2000 | Bankfalvi A et al
Grecia 138 22.4% (31) &? 1999 | Scorilas A et al
U.S.A. (LA) 900 21% (189) FISH 2000 | Pauletti G et al
Tunisia 7 25% &? 1991 | Sellami M et al
USA(Cleveland) | 145 15.8% (23) FISH 2001 | Tubbs EE et al
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En México se efectud un estudio clinico en el hospital ABC (Teresa Cuesta Mejias et al del
2001), teniendo una muestra de 94 pacientes donde 45 presentaron sobre-expresion de
Her2/neu, siendo un 46.3% (14). Este porcentaje es mas alto que el reportado en mujeres de
otros paises como (Reino Unido 12%), Puerto Rico (19%), Australia (23%), Japon (24%),
U.S.A. (24%), pero menor que el reportado en Alemania (40%) y Polonia (40%).

Tabla 3 Sobre-expresion de HER2-Neu, segun el tipo de cancer de mama invasivo

Histologia del # casos Total 3+ 2+ 0-1+
Adenocarcinoma Estudiados Positivo Positivo | Positivo Negativo
NOS Ductal | 1056 (90.2%) | 373 (36%) 256 117 669 (64%)
Infiltrante
Lobular infiltrante 47 (4.01%) 8 (17%) 2 6 39 (83%)
Mixto 7 (0.59%) 1 (14%) 0 1 6 (86%)
Medular 16 (1.36%) 3 (19%) 1 2 13 (81%)
Comedo 16 (1.36%) | 10 (62.5%) 7 3 6 (37.5%)
Mucinoso 11 (0.94%) 0 0 0 11(100%)
Tubular 6 (0.51%) 1 (17%) 1 0 5 (83%)
Papilar 2 (0.17%) 0 0 0 2 (100%)
Carcinoma NOS 8 (0.68%) 2 (25%) 2 0 6 (75%)
Cistico Adenoide 1 (0.08%) 0 0 0 1 (100%)
Total 1170 398(34%) 269 129 772 (66%)

1.6 MECANISMOS DE INTERRELACION ENTRE RECEPTORES HORMONALES Y HER2

La terapia hormonal tiene un rol muy importante en el manejo del cancer de mama con receptor
hormonal estrégenico positivo (RE). Las mujeres con cancer de mama primario en etapas l/ll a
menudo reciben terapia hormonal adyuvante para reducir el riesgo de recurrencia de la
enfermedad después del manejo inicial con cirugia o radioterapia. La terapia hormonal (20, 23)
también es utilizada en mujeres que ya tienen enfermedad metéstasica quienes pueden obtener
beneficios clinicos (respuesta o enfermedad estable) mas de 6 meses con uno 0 mas
tratamientos consecutivos(12).

La expresion de los receptores estrogénicos (RE) y de progesterona en los tumores de mama
es en la actualidad el mejor marcador molecular predictivo reconocido, identificando a aquellos
pacientes que tienen mayor probabilidad de responder a la manipulacion hormonal (17). El
tratamiento con el objetivo de modular la actividad del RE fue probablemente la primera terapia
especifica, en la que la modalidad del tratamiento estd enfocada en inhibir un factor
especificamente involucrado en el comportamiento del cancer de mama. La subsecuente
introduccion del modulador selectivo del receptor estrogénicos (tamoxifeno) y de los inhibidores
de la aromatasa (13) ha sido importante en el refinamiento y aumento del uso de la terapia
hormonal para el cAncer de mama.

El concepto del enfoque terapéutico a nivel molecular ha sido objeto de una extensa
investigacion, conduciendo al desarrollo de terapias especificas por sub grupos de tipos de
cancer de mama. El receptor 2 del factor de crecimiento humano epidérmico (HER2/neu o
cerbB-2). Al igual que sucede en la terapia hormonal, el reconocer el papel que tiene la
amplificacién/sobre-sobre expresion de HER2/neu en el cancer de mama ha originado el
desarrollo de una terapia especifica dirigida contra el receptor HER2/neu (20).
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I.- JUSTIFICACION

En los diferentes estudios clinicos se ha encontrado que aproximadamente un 29% de las
muestras van a ser positivos para HER2/neu con calificacion de 2+ o 3+, pero también se ha
observado que la prevalencia entre los diferentes paises varia significativamente.

En el estudio de Teresa Cuesta Mejias et al del 2001, fue realizado con una muestra de 97
casos de cancer de mama en mujeres mexicanas, se obtuvo una sobreexpresion del 46.3% de
HER2/neu, la cual es superior a la incidencia aproximada reportada a nivel mundial del 29%.

El presente estudio plante6 la oportunidad de determinar por un lado la frecuencia de
HER2/neu y de receptores hormonales en nuestra poblacién de pacientes con cancer de mama
como factor importante y predictivo en respuesta a la terapia.

Ill.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se podria considerar que este aumento en la incidencia, reportado en el estudio de Teresa
Cuesta Mejias, se pudiera deber a la presencia de un mayor porcentaje de resultados falsos-
positivos en la interpretacion del HercepTest. Esto es explicable debido a que este estudio
clinico se llevo a cabo cuando se acababa de introducir la prueba de HercepTest en México y
el personal aun carecia de experiencia necesaria para la tincion e interpretacion de la muestra.
Por lo que es entendible que se reporte una incidencia mayor.

Conforme los diferentes centros han ido desarrollando una experiencia en la prueba de
determinacion de HER2/neu mediante HercepTest, se ha observado en los diferentes centros
de patologia, una disminucién en la incidencia de reportes de HER2/neu positivos, para estar
dentro del promedio mundial del 20 al 30%.

Pero aln no se ha efectuado un estudio protocolizado que valore, ya con la experiencia en
HercepTest en los centros de patologia, la prevalencia de HER2/neu en la poblacién mexicana.
De tal manera que nos planteamos la siguiente pregunta:

¢, Cual es la frecuencia de los receptores Her2/neu y hormonales en pacientes con diagnostico
de cancer de mama?

IV.- OBJETIVOS

Principal:

1. Determinar la frecuencia de los receptores Her2/neu y hormonales en pacientes con
diagnostico de cancer de mama.

Secundarios:

1. Determinar la relacion entre los receptores hormonales y el receptor de Her2/neu en
pacientes con cancer de mama.

2. Determinar la relacién del tipo histol6gico del cancer de mama con respecto a la
positividad al Her2/neu.
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3. Determinar la relaciéon con la etapa TNM del cancer de mama con respecto a la
positividad al Her2/neu.
V.- HIPOTESIS
1. La frecuencia de los receptores HER2/neu y hormonales en pacientes con cancer de

mama es acorde a la literatura mundial.

VI.- MATERIAL Y METODOS

IL.

Lugar:

El estudio se realiz6 en el servicio de patologia del Hospital de Gineco-obstetricia No 3
del Centro Médico Nacional la Raza, el cual pertenece al tercer nivel de atencién del
Sistema Nacional de Salud.

Disefo del Estudio:

Descriptivo, retrospectivo, transversal.

Grupo de estudio:

Criterios de Inclusion: todas las pacientes con diagndéstico de cancer de mama.

Criterios de Exclusion: las pacientes con informacion insuficiente en la base de datos
y expediente clinico.

Criterios de eliminacion: aquellos pacientes que por condiciones técnicas la
determinacién del estado Her2/neu no pudo ser establecido.

Tamaio de la muestra:

No probabilistico: se incluy6 todas las pacientes con diagnéstico de cancer de mama
entre el lero de enero de 2007 al 31 de diciembre del 2009 en el servicio de patologia
del hospital gineco-obstetricia No 3 del Centro Médico Nacional La Raza.

Variables:

Variables demograficas:
Edad:
Definicion conceptual: Es el tiempo transcurrido desde el nacimiento hasta un momento
dado.
Definicion operacional: Se considerara la que informe el paciente, en afios cumplidos.
Escalas de medicién: Variable cuantitativa, escala de razéon con indicadores en afos.
Captura en dos caracteres numericos.

Variables independientes:

Cancer de mama:
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Definicion conceptual: es el crecimiento desordenado y no controlada de células con
genes mutados, los cuales actian normalmente suprimiendo o estimulando la
continuidad del ciclo celular pertenecientes a distintos tejidos de una glandula mamaria.
Definicion operacional: Se toma biopsia de tejido tumoral de la glandula mamaria y se
envia a estudio histopatoldgico, reportandose cancer de mama.

Escala de medicion: Variable cualitativa, dicotomica.

Variables dependientes:

Tipo histolégico de cancer de mama:

Definicion conceptual: Corresponde a la estirpe celular de origen del tumor de mama.
Definicion operacional: Se toma muestra de tejido del tumor y se envia a un estudio
histopatol6gico, determinado: Carcinoma in situ (ductal, lobulillar), Carcinoma infiltrante
(ductal, lobulillar, tubular/cribiforme, mucinoso, medular, papilar).

Escalas de medicién: Variable cualitativa nominal.

Etapa TNM:

Definicion conceptual: Corresponde a la extension la enfermedad neoplasica.

Definicidn operacional: Se realiza clasificacion del cancer de mama basado segun los
criterios TNM de la “American Joint Committee on Cancer classification”.

Escala de medicion: Variable cualitativa ordinal.

Receptor Her2/neu:

Definicion conceptual: Receptor transmembrana de la superficie celular, codificada por
el oncogén c-erbB2 (Her2/neu), involucrada en la proliferacion y crecimiento del tejido
celular normal.

Definicion operacional: Se determina la sobreexpresion del receptor Her2/neu mediante
inmunohistoquimica y FISH.

Escala de medicion: Variable cualitativa, nominal, dicotomica. Categorizada en positivo y
negativo.

Receptores hormonales:

Definicion conceptual: Receptor transmembrana de la superficie celular que se une a
hormonas esteroideas (estrdgenos y progesterona).

Definicion operacional: Se determina la positividad o negatividad de los receptores para
estrdgenos y progesterona mediante inmunohistoquimica.

Escala de medicion: Variable cualitativa, nominal, dicotomica. Categorizada en positivo y
negativo.

Andlisis de datos:

Se realizo estadistica descriptiva tipo porcentajes y frecuencias.
Pruebas de asociacion con coeficientes de correlacion.
La base de datos y el analisis se realizo en el programa SPSS.

Descripciéon metodoldgica:

Se busco en la base de datos las pacientes con diagnostico de cancer de mama. Se
busco los expedientes en el archivo del hospital, posteriormente se recabo la
informacion en las hojas de recoleccion de datos. Esta informacion se analizo en el
programa SPSS y se obtuvo las estadisticas correspondientes.
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VIl.- CONSIDERACIONES ETICAS
Se trata de un estudio epidemiol6gico retrospectivo en que las pacientes ya fueron estudiadas.
La informacién se manejara con confidencialidad. Toda la investigacion se desarrollo en apego
de las normas internacionales y locales de bioética y bioseguridad.
VIll.- RECURSOS PARA EL ESTUDIO
Recursos humanos:
- Particip6 el tesista y sus tutores.
Recursos fisicos:
- Determinacion de estado Her2/neu mediante inmunohistoquimica contando con el
equipo en la unidad.
- Prueba FISH confirmatoria en casos Her2/neu 2+.
- Formato de recoleccién de datos.
- Captura de base de datos.
- Andlisis estadistico.

Recursos financieros:

- No requiri6 apoyo financiero.
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IX.- RESULTADOS

Un total de 907 carcinomas de mama fueron estudiados, de los cuales se excluyeron 14 (1.5%)
porque la muestra en los bloques no fue suficiente. Las pacientes tuvieron un rango de edad
entre 24 y 94 afios (media de 52.88, mediana 52, moda 50) con desviacion estandar de 12.247
(Tabla 1, Figura 1).

Del total de casos de carcinomas de mama, 150 casos presentaron sobreexpresion HER2 con
escala 3+ (16.8%), como se demuestra en la tabla 3 y figura 2. Se registraron 43 (4.8%) casos
con escala de 2+, que fueron sometidos a prueba de FISH, 29 (67.4%) fueron positivos y 14
(32.6%) fueron negativos (Tabla 4). En total hubo 179 (20%) casos con sobreexpresion y 714
(80%) casos que no mostraron sobreexpresion (Tabla 2).

Se describié 625 tumores, de los cuales incluian 250 (40%) lesién T1, 279 (44.6%) lesion T2,
48 (7.7%) lesion T3 y 48 (7.7%) lesion T4. De 244 lesiones T1, 40 (16.4%) presentaron
sobreexpresion HER2, de 276 T2 se presentd en 64 (23.2%), de 47 T3 se presentd en 10
(21.3%) y de 48 T4 se present6 en 13 (27%), como se observa en la tabla 5 y figura 3.

De 601 casos 259 (43.1%) eran ganglios negativos (NO), 169 (28.1%) N1, 106 (17.6%) N2 Y 67
(11.1%) N3; de los ganglios positivos 21.1% presentaban sobreexpresion de HER2. De 255 NO
se presentd sobreexpresion HER2 en 48 (18.8%), de 166 N1 se present6 en 28 (16.9%), de
104 N2 se presentd en 27 (26%), de 66 N3 se presentd en 16 (24%), como se observa en la
tabla 6 y figura 4.

De 671 lesiones se encontré carcinoma ductal infiltrante en 407 (60.7%) como se demuestra en
la tabla 7 y figura 5; carcinoma lobulillar infiltrante fueron 163 (24.3%) de los cuales el 76.8%
eran de patrén histolégico clasico (Tabla 8 y figura 6). De los tipos especiales fueron 101 (15%),
del cual el apdcrino fue el mas frecuente (67.5%), ver tabla 7 y figura 5. Se encontré una
frecuencia del 60% en tumores apdécrinos para la sobreexpresion HER2 y una lesién de tipo
especial secretor con sobreexpresion de HERZ2; ningun tipo especial tubular, micropapilar,
cribiforme y comedococarcinoma presenté sobreexpresion, ver tabla 9.

En los carcinomas ductal infiltrantes se encontr6 una frecuencia de sobreexpresiéon HER2 de
23.5% de los cuales los bien diferenciados presento una frecuencia de 29.2%, moderadamente
diferenciado un 18.9%, poco diferenciado un 30%, ver tabla 10 y figura 8. De las lesiones
lobulillares se presento un 7.9% de sobreexpresion de HER2, presentandose solo en patrén
tipo clasico (10.3%), como se observa en la tabla 11.

De 668 tumores examinados se encontré que 54 (8.1%) eran mixtos, de estas lesiones el
20.8% presento sobreexpresion de HER2 (Tabla 12).

Se encontrd 10 carcinomas intraductales de los cuales 3 (30%) presentaron sobreexpresion de
HER2. De los carcinomas infiltrantes asociados con carcinoma intraductal (120) se encontr6 37
(30.8%) con HER2 positivo.

Al explorar el estado de los receptores hormonales con el de HER2, se obtuvo un coeficiente
Phi de -0.181 en la correlacién del HER2 con receptores de estrogenos, ver tabla 13, 14 y figura
9. Con los receptores de progesterona se obtuvo un coeficiente Phi de -0.172, ver tabla 15, 16
y figura 10. De 173 casos de HER2 positivo, el inmunofenotipo negativo para ambos receptores
hormonales se encontrd en 72 casos (41.6%), ver tabla 17. De los 893 casos, 474 son positivos
para ambos receptores hormonales y 240 negativos para ambos receptores hormonales,
encontrandose un coeficiente Phi de -0.214 en su correlacion con HER2, ver tabla 18, 19 y
figura 11. Hubo triple negativo en 168 casos (19.2%), ver tabla 17.
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FRECUENCIA DE HER2 EN EL GRUPO DE ESTUDIO

Porcentaje
Cantidad | Porcentaje valido
NEGATIVO 714 78.7 80.0
POSITIVO 179 19.7 20.0
Total 893 98.5 100.0
Perdida 14 15
Total 907 100.0
TABLA 2
FRECUENCIA POR ESCALA DE HER2
Porcentaje
Cantidad Porcentaje Valido
0 577 63.6 64.6
1+ 123 13.6 13.8
2+ 43 4.7 4.8
3+ 150 16.5 16.8
Total 893 98.5 100.0
Perdida 14 15
Total 907 100.0
TABLA 3
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FRECUENCIA POR ESCALA DE HER2

PRUEBA DE FISH
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FIGURA 2
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Cantidad Frecuencia
NEGATIVO 14 32.6
POSITIVO 29 67.4
Total 43 100.0
TABLA 4



RELACION DEL RECEPTOR DE HER 2 NEU CON TAMARNO DEL TUMOR (T)

T
T1 T2 T3 T4 Total

RECEPTOR DE HER 2 NEGATIVO  Cantidad 204 212 37 35 488
NEU % del Total 33.2% 34.5% 6.0% 5.7% 79.3%
POSITIVO  Cantidad 40 64 10 13 127

% del Total 6.5% 10.4% 1.6% 2.1% 20.7%

Total Cantidad 244 276 47 48 615
% del Total 39.7% 44.9% 7.6% 7.8%| 100.0%

TABLA S5

RELACION DE RECEPTOR DE HER 2 NEU CON TAMANO DEL TUMOR (T)

T

71
2
T3
O 14

2507

FIGURA 3

CANTIDAD

NEGATVO POSITVO
RECEPTOR DE HER 2 NEU

[19]




RELACION DE RECEPTOR DE HER 2 NEU CON LA PRESENCIA DE GANGLIOS (N)

NO N1 N2 N3 Total

RECEPTOR DE HER 2 NEGATIVO  Cantidad 207 138 77 50 472
NEU % del Total 35.0% 23.4% 13.0% 8.5% 79.9%
POSITIVO  Cantidad 48 28 27 16 119

% del Total 8.1% 4.7% 4.6% 2.7% 20.1%

Total Cantidad 255 166 104 66 591
% del Total 43.1% 28.1% 17.6% 11.2%|  100.0%

TABLA 6

RELACION DE RECEPTOR DE HER 2 CON LA PRESENCIA DE GANGLIOS (N)
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FRECUENCIA SEGUN LA ESTIRPE HISTOLOGICA

Cantidad Porcentaje
APOCRINO 30 4.5
COLOIDE 12 1.8
COMEDOCO 3 A4
CRIBIFORME 2 3
DUCTAL 407 60.7
LOBULILLAR 163 243
MEDULAR 15 2.2
METAPLASICO 5 7
MICROPAPILAR 4 .6
NEUROENDOCRINO 3 A4
PAPILAR 10 15
SECRETOR 1 1
TUBULAR 3 4
TUBULOLOBULILLAR 13 1.9
Total 671 100.0
TABLA 7
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FRECUENCIA SEGUN PATRON HISTOLOGICO DEL CA LOBULILLAR

Cantidad Porcentaje
ALVEOLAR 6 3.9
CEL CLARAS 1 .6
CLASICO 119 76.8
PLEOMORFICO 4 2.6
SOLIDO 25 16.1
Total 155 100.0
TABLA 8
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PATRON DEL TIPO HISTOLOGICO

FRECUENCIA SEGUN PATRON HISTOLOGICO DEL CA LOBULILLAR
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RELACION ENTRE EL TIPO HISTOLOGICO Y SOBREEXPRESION HER2

RECEPTOR DE HER 2 NEU
NEGATIVO POSITIVO Total

TIPO HISTOLOGICO  APOCRINO 12 18 30

COLOIDE 10 1 11

COMEDOCO 3 0 3

CRIBIFORME 2 0 2

DUCTAL 306 94 400

LOBULILLAR 148 12 160

MEDULAR 10 5 15

METAPLASICO 4 1 5

MICROPAPILAR 4 0 4

NEUROENDOCRINO 2 1 3

PAPILAR 8 2 10

SECRETOR 0 1 1

TUBULAR 3 0 3

TUBULOLOBULILLAR 12 1 13

Total 524 136 660

TABLA 9
RELACION DE LA DIFERENCIACION DEL CA DUCTAL CON SOBREEXPRESION HER2
RECEPTOR DE HER 2 NEU
NEGATIVO POSITIVO Total
DIFERENCIACION DEL CA BIEN Cantidad 17 7 24
DUCTAL INFILTRANTE % del Total 4.5% 1.8% 6.3%
MODERADO  Cantidad 193 45 238
% del Total 50.5% 11.8% 62.3%
POCO Cantidad 84 36 120
% del Total 22.0% 9.4% 31.4%
Total Cantidad 294 88 382
% del Total 77.0% 23.0%| 100.0%
TABLA 10
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RELACION DE LA DIFERENCIACION DEL CADUCTAL CON HER2
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FIGURA 8

RECEPTOR DE HER 2 NEU

NEGATIVO POSITIVO Total
PATRON DEL TIPO ALVEOLAR Cantidad 6 0 6
HISTOLOGICO % del Total 3.9% 0% 3.9%
CEL CLARAS Cantidad 1 0 1
% del Total T% .0% T%
CLASICO Cantidad 105 12 117
% del Total 69.1% 7.9% 77.0%
PLEOMORFICO  Cantidad 3 0 3
% del Total 2.0% .0% 2.0%
SOLIDO Cantidad 25 0 25
% of Total 16.4% .0% 16.4%
Total Cantidad 140 12 152
% del Total 92.1% 7.9%| 100.0%

TABLA 11
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RELACION DE TUMORES MIXTOS CON SOBREEXPRESION DE HER2

RECEPTOR DE HER 2 NEU

NEGATIVO POSITIVO Total
TUMOR NO Cantidad 477 127 604
MIXTO % del Total 72.6% 19.3% 91.9%
Sl Cantidad 42 11 53
% del Total 6.4% 1.7% 8.1%
Total Cantidad 519 138 657
% del Total 79.0% 21.0% 100.0%

TABLA 12

RELACION DE RECEPTORES DE ESTROGRENO CON HER2

RECEPTOR DE HER 2 NEU

NEGATIVO POSITIVO Total
RECEPTOR DE NEGATIVO  Cantidad 207 88 295
ESTROGENO % del Total 23.6% 10.0% 33.6%
POSITIVO  Cantidad 497 85 582
% del Total 56.7% 9.7% 66.4%
Total Cantidad 704 173 877
% del Total 80.3% 19.7%|  100.0%

TABLA 13

CORRELACION ESTADISTICA DE RECEPTORES DE ESTROGENO CON HER2

Valor Aprox. Sig.
Nominal por Nominal  Phi -.181 .000
Cramer's V .181 .000
N de casos validos 877

TABLA 14
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RELACION DE RECEPTORES DE ESTROGRENO CON HER2
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RELACION DE LOS RECEPTORES DE PROGESTERONA CON HER2
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RECEPTOR DE HER 2 NEU

NEGATIVO POSITIVO Total
RECEPTOR DE NEGATIVO  Cantidad 250 98 348
PROGESTERONA % del Total 28.5% 11.2% 39.7%
POSITIVO  Cantidad 454 75 529
% del Total 51.8% 8.6% 60.3%
Total Cantidad 704 173 877
% del Total 80.3% 19.7%|  100.0%

TABLA 15




CANTIDAD

CORRELACION ESTADISTICA DE RECEPTORES DE
PROGESTERONA CON HER2

Valor Aprox. Sig.
Nominal por Nominal  Phi =172 .000
Cramer's V 172 .000
N de casos validos 877

TABLA 16

RELACION DE LOS RECEPTORES DE PROGESTERONA CON HER2
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RELACION DE RECEPTORES DE ESTROGENO Y PROGESTERONA CON SOBREEXPRESION DE HER2

RECEPTOR DE HER 2 NEU
RECEPTOR DE PROGESTERONA NEGATIVO POSITIVO Total
NEGATIVO RECEPTOR DE NEGATIVO Cantidad 168 72 240
ESTROGENO % del Total 48.3% 20.7% 69.0%
POSITIVO  Cantidad 82 26 108
% del Total 23.6% 7.5% 31.0%
Total Cantidad 250 98 348
% del Total 71.8% 28.2% 100.0%
POSITIVO RECEPTOR DE NEGATIVO Cantidad 39 16 55
ESTROGENO % del Total 7.4% 3.0% 10.4%
POSITIVO Cantidad 415 59 474
% del Total 78.4% 11.2% 89.6%
Total Cantidad 454 75 529
% del Total 85.8% 14.2% 100.0%
Total RECEPTOR DE NEGATIVO Cantidad 207 88 295
ESTROGENO % del Total 23.6% 10.0% 33.6%
POSITIVO Cantidad 497 85 582
% del Total 56.7% 9.7% 66.4%
Total Cantidad 704 173 877
% del Total 80.3% 19.7% 100.0%
TABLA 17
RELACION DE RECEPTORES HORMONALES CON HER2
Her2
positivo negativo Total

RECEPTORES Positivos  Cantidad 59 415 474

HORMONALES % del Total 8.3% 58.1% 66.4%

Negativos Cantidad 72 168 240

% del Total 10.1% 23.5% 33.6%

Total Cantidad 131 583 714

% del Total 18.3% 81.7% 100.0%

TABLA 18
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CANTIDAD

CORRELACION ESTADISTICA DERECEPTORES HORMONALES

CON HER2
Valor Aprox. Sig.
Nominal por Nominal  Phi -.214 .000
Cramer's V .214 .000
N de casos validos 714
TABLA 19

RELACION DE RECEPTORES HORMONALES CON HER2
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X.- CONCLUSIONES

e En este estudio se observé que la edad de las pacientes en las que se diagnostica
cancer de mama ha disminuido.

e La frecuencia de sobreexpresion de HER2 en nuestra poblacién es la misma que en la
literatura internacional.

e Los ganglios negativos, las caracteristicas de ganglios positivos y tamafio tumoral no
tiene relacion con la sobreexpresion de HER?2.

e Enlos tumores apdcrinos la frecuencia de sobreexpresion es muy elevada, por lo que en
estos tipos histologicos es importante la exploracion de HER2.

e De los tumores con estirpe lobulillar solo hubo sobreexpresion de HER2 en los de patrén
clasico.

e Larelacion de los receptores hormonales y HER2 es inversamente proporcional.

e En nuestra poblacion la presencia de triple negativo esta levemente aumentada.
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XI.- DISCUSION

Se sabe que la amplificacién de HER2 demuestra una relacion en el prondstico y prediccién de
los carcinomas mamarios, muchos estudios similares lo han demostrado. Esto es importante en
el tratamiento en pacientes con cancer de mama avanzado y establecer las caracteristicas
biol6gicas del tumor. En nuestra poblacion mexicana se encontré6 una sobreexpresion de
aproximadamente 20%, que corresponde a lo demostrado en estudios realizados a nivel
internacional; esto es interesante ya que en ensayos realizados en nuestra poblacion se
encontré una mayor frecuencia.

Se ha realizado varios estudios en los cuales se observa que la sobreexpresion del HER2 es un
factor pronéstico independiente a los ganglios positivos y caracteristicas del tumor como
tamafo y extension local en el cancer de mama, lo cual se demostro en este estudio.

Dentro de los tipos histologicos el de mayor frecuencia es el ductal infiltrante con
sobreexpresion de HER2 solo del 23.5%. Dentro de los tipos especiales se encontré una mayor
frecuencia en los apdcrino de aproximadamente un 60%, por lo cual se justifica investigar el
estado del HER2 en estos tumores.

Al investigar el estado de los receptores hormonales en los tumores con sobreexpresion HER2,
se encontr6 que son dependientes con una correlacion negativa débil, por lo que hay una
mayor frecuencia de negatividad de receptores hormonales en las lesiones con sobreexpresion
del HER2 en nuestra poblacion.

El cancer de mama triple negativo se define con un estado negativo para receptores
estrogénicos y de progesterona asi como para HER2. Se menciona que el 10 a 17% de los
carcinomas de mama son triple negativo, esto se relaciona con sobreexpresién de EGFR y
cKIT. En nuestra casuistica se determino un 19.2%, siendo importante para determinar la
quimioterapia mas apropiada.

Nuestro estudio nos da a entender que dentro del tratamiento de un paciente que tiene cancer
de mama avanzado, el establecer las caracteristicas bioldégicas del tumor es de suma
importancia. Ademas de saber que debe ser evaluado el estado de los receptores hormonales
(estrégeno y progesterona), receptor 2 epidérmico humano (HER2).

Como se ha hecho mencién, HER2 se refiere al segundo miembro de esta familia de cuatro
receptores. Cuando la dimerizacion de HER2 se produce esto conduce a la activacion del
dominio intracelular de esta proteina. Esta activacibn desencadena eventos moleculares
(transduccién de sefales) importante para la supervivencia y el crecimiento celular. En
experimentos in vitro han demostrado que la inhibicion de esta proteina puede conducir a la
muerte celular. ElI agente prototipo que se ha desarrollado para hacer esto se llama
trastuzumab, que es un recombinante humanizado de anticuerpos monoclonales anti-HER2. En
los pacientes con cancer de mama HER2-positivo, este agente dirigido puede ser utilizado con
eficacia para reducir el tamafio de los tumores, prolongar el tiempo hasta la progresién tumoral,
y mejorar la supervivencia. Este tema seria de gran importancia en estudios posteriores.
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

“Frecuencia de sobreexpresion del receptor HER-2 en pacientes con Cancer de Mama”

Nombre: Afiliacion:
Edad: No. de bloque:
Espécimen: No. de quirargico:

TIPO HISTOLOGICO

Carcinoma in situ ductal: lobulillar:
Carcinoma infiltrante ductal: Lobulillar: tubular/cribiforme:
mucinoso: medular: papilar:
ETAPA TNM
T1: T2: T3: T4: NO: N1: N2: N3:
HER2/NEU
IHC O: IHC 1+: IHC 2+: IHC3+:

PRUEBA DE FISH

Positivo: Negativo:

RECEPTORES HORMONALES

Progesterona Positivo: Negativo:

Estrégenos Positivo: Negativo:
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ANEXOS

PRUEBAS PARA DETERMINACION DE HER2/neu

1.

2.

PREPARACION DEL TEJIDO

Se prefieren muestras resecadas quirdrgicamente de lumpectomia (tumorectomia) o
mastectomias.

El tiempo transcurrido desde la escisién de la muestra hasta la fijacion del tejido puede
afectar los resultados de las pruebas de determinacion de HER2/neu.

El grosor de los cortes del tejido antes de la fijacion, puede también alterar los
resultados, pues demora la penetraciéon del fijador. Es importante recordar que el formol
so6lo penetra un grosor de 8 mm.

Se debe tener cuidado y asegurarse de que los especimenes estén fijados dptimamente
mediante cortes de 0.5-1.0 cm.

El espécimen debe ser fijado tan pronto sea posible después de la escision, lo preferible
es que transcurra menos de 1 hora.

Es preferible siempre utilizar el formol buffereado (amortiguado con fosfatos).

El tiempo ideal de la duracién de la fijacion es entre 6 a 36 horas. Pero un tiempo menor
a 24 horas y mayor a 48 horas a demostrado tener un efecto negativo en la
interpretacion de los resultados de IHC.

El tipo de fijador puede afectar la determinacion de HER2/neu por IHC e introducir
artefactos. La fijacion con formalina puede resultar en una tincién mas débil y alterar la
calificacion hacia valores mas bajos (IHC), sobre todo si la fijacion es < 24 hrs o > 48
horas.

Los fijadores basados en alcohol como el AFA, Z-5 y Pen-Fix, pueden estar asociados
con tinciones muy fuertes, alterando la calificacién hacia valores mas altos (IHC). Los
fijadores con base de alcohol también pueden alterar los resultados de FISH.

Después de que el espécimen tenga el bafio o sea embebido en parafina debe ser
almacenado a una temperatura de 20 a 25° C.

Cuando se cortan secciones del bloque y se dejan a temperatura ambiente por un
tiempo significativo antes de hacer la prueba de HER2/neu, puede ocurrir pérdida del
antigeno. Se recomienda que las secciones se deben cortar del bloque sélo cuando se
tenga todo listo para iniciar la prueba de HER2/neu.

El grosor de las secciones del tejido cortado del blogue, puede afectar la visualizacién e
interpretacion de los resultados de la prueba.

INMUNOHISTOQUIMICA (IHC) HercepTest

El sistema HercepTest es propiedad de la compafiia de origen Danés DAKO. Es un sistema
completo de inmunohistoquimica (IHC) estandar que incluye todos los reactivos necesarios
para hacer la prueba de determinacion. A través del uso consistente de este método y
reactivos, HercepTest proporcionara resultados reproducibles de laboratorio en laboratorio.

HercepTest es un procedimiento simple de reaccion inmunohistoquimica para especimenes
procesados de rutina con bafio de parafina. Los resultados proporcionados por HercepTest
pueden estar disponibles en 1 dia.

El kit o sistema HercepTest incluye:

Solucién de recuperacion del epitope.
Blogue de peroxidasa.
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Anticuerpo de conejo policlonal HercepTest.

Reactivo de conejo para control negativo.

Polimero marcado, HRP.

Cromégeno liquido DAB+.

Sustrato buffe DAB.

Solucién 10x buffer de lavado.

Laminillas de control HercepTest.

Existen 2 presentaciones para 35 o para 100 pruebas.

Procedimiento del sistema:

a. Aplicar el bloque de peroxidasa e incubar por 5 minutos.

b. Aplicacion del anticuerpo primario. Incubar por 30 minutos.

c. Aplicacion del polimero marcado HRP. Incubar por 30 minutos.
d. Aplicacion del sustrato de cromogeno. Incubar 10 minutos.

Interpretacién de los resultados:

La interpretacion de la IHC HercepTest yace en un sistema de calificacion cualitativo sobre
una escala de 0 a 3+, basado en la intensidad y complejidad de la reaccion en la membrana
celular:

IHC 0 (negativo)
IHC 1+ (negativo)
IHC 2+ (limitrofe)
IHC 3+ (positivo)

Immunohistochemistry (IHC)

IHC |+ IHC 2+

3. PRUEBA POR FLUORESCENCIA DE HIBRIDACION IN SITU (FISH)

La prueba de FISH mas utilizada a nivel mundial es la de PathVysion (Abbott) la cual utiliza
una combinacién de 2 pruebas de DNA, una para determinar HER2 y la otra para
determinar el centromero del cromosoma 17. En general FISH mide en forma de radio, el
namero de genes de HER2 en un espécimen por cada centromero del cromosoma 17. Los
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resultados de FISH se reportan como FISH — (normal, radio de copia del gen < 2) y FISH+
(gen amplificado, radio de copia del gen > 2). La prueba de FISH dura 2 dias en
completarse.

FISH Test

Chromosome 17
centromere HER2 gene

fl . f .

— = i T

HER2 Normal HER2 Amplified
Ratio < 2.0 Ratio = 2.0

El procedimiento para practicar la prueba de FISH es el siguiente:

. Pre tratamiento:
e Se cortan secciones de 4-5, m de grosor y se colocan en laminillas de vidrio para
microscopio.
e Las secciones son desparafinadas en xileno y deshidratada en una serie graduada
de etanol.
e Las secciones son luego tratadas con proteasa para aumentar la accesibilidad de
direccionarse directo al DNA para la hibridacion.

. Hibridacion:

e EIl DNA celular es desnaturalizado mediante la colocacion de la laminilla en una
solucion caliente de formamida y luego deshidratada mediante una serie graduada
de etanol.

Se afiaden las pruebas o reactivos y se dejan hibridar al DNA complementario.

e Se lavan las laminillas para remover el exceso de los reactivos.

. Interpretacion

e La sefal fluorescente puede disminuir con el tiempo por lo que lo el espécimen se
debe interpretar y calificar en el tiempo sefialado.

e Se deben contar aprox. 60 células para determinar el nivel de amplificacion de HER2
En general FISH mide en forma de radio, el nimero de genes de HER2 en un
espécimen por cada centrdmero del cromosoma 17. Los resultados de FISH se
reportan como FISH — (normal, radio de copia del gen < 2) y FISH+ (gen
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amplificado, radio de copia del gen > 2). La prueba de FISH dura 2 dias en
completarse.

En ocasiones se puede observar polisomia del cromosoma 17, se desconoce su
frecuencia, pero datos preliminares indican que la polisomia 17 es relativamente
frecuente en HER2 IHC 3+.
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