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RESUMEN DEL PROYECTO

Introduccion: El cancer de mama es un problema de salud global. En México
constituye la primera causa de morbilidad y mortalidad relacionada con
neoplasias malignas en mujeres en edad reproductiva. Uno de los grandes
hitos de la medicina de precision en el cancer de mama es la identificacion
de marcadores moleculares que fungen como indicadores pronoésticos y
terapéuticos. Dentro de estos marcadores moleculares, uno de los mas
importantes es la proteina HER2/neu. El método mas utilizado en los
laboratorios de patologia para la deteccion de sobreexpresion de esta
proteina es la inmunohistoquimica. En este método, se obtienen cortes
histologicos que se someten a una reaccion inmunoenzimatica con
cromogeno. Se evalua la afinidad tintorial y el porcentaje de células
neoplasicas tenidas para categorizar las muestras en 4 grupos: O(negativo
para sobreexpresion de HER2/neu), 1+ (negativo para sobreexpresion de
HER2/neu), 2+ (indeterminado para sobreexpresion de HER2/neu) y 3+
(positivo para sobreexpresion de HER2/neu). Esta evaluacion es
dependiente de observador. Los casos categorizados como 2+ indeterminado
por inmunohistoquimica requieren una evaluacion subsecuente con la
prueba de biologia molecular hibridacion in situ con fluorescencia, mas
sensible, especifica, costosa y tardada que la primera. Un parametro de
calidad aceptado como control de calidad es la confirmacion de
sobreexpresion de HER2/neu en 50+-15% por método FISH en casos
categorizados como 2+ indeterminado por método de inmunohistoquimica.
Objetivo general: Evaluar la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu
detectada por hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) en carcinoma de
mama con resultado 2+ indeterminado HER-2/neu por
inmunohistoquimica. Material y Métodos: Se realizdé un estudio
retrospectivo, descriptivo, observacional y analitico. Se seleccionaron los

casos diagnosticados como carcinoma de mama con evaluacion 2+
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indeterminado para sobreexpresion de la proteina HER2 /neu por método de
inmunohistoquimica con prueba subsecuente de Hibridacion in situ por
fluorescencia (FISH) para deteccion de sobreexpresion de la proteina
HER2/neu del archivo del Departamento de Anatomia Patologica del
Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva”, en un periodo comprendido
del 2017 al 2019. Se obtuvieron los datos pertinentes a estadio TNM clinico
segun el informe de la solicitud de estudio; Del reporte de patologia, se
obtuvieron los datos pertinentes a el tamano del tumor, el tipo histologico,
grado histologico de Nottingham, presencia de invasion linfovascular y
carcinoma in situ; estado de los receptores de estrogenos y progesterona, y
de la proteina Ki-67. Resultados: Se obtuvieron 35 casos, de los cuales se
elimino 1 caso por criterio de eliminacion. De los 34 casos seleccionados, 16
(47%) tuvieron sobreexpresion de HER2 /neu positiva por método FISH. Los
34 casos (100%) fueron de sexo femenino, con una edad media de 44.82 +
8 anos. Respecto al estadio TNM clinico, 8 (23.5%) casos correspondieron a
estadio [IA, 19 casos (55.9%) estadio IIA y 7 casos (20.6%) estadio IIB. La
media del tamano de tumor fue 3 = 0.9 cm. Los 34 casos (100%)
correspondieron al tipo histolégico carcinoma invasor de tipo no especial.
Respecto al grado histologico 13 casos (38.23%) fueron grado 1; 15 casos
(44.11%) grado 2 y 6 casos (17.64%) grado 3. En 24 casos (64.7%) se
demostré la presencia de carcinoma ductal in situ, y en 12 casos (35.3%)
se demostro la presencia de invasion linfovascular. Respecto a la evaluacion
de sobreexpresion de HER2/neu por método de IHQ, 19 casos (56%)
tuvieron una afinidad tintorial débil y 15 casos (44%) una afinidad tintorial
moderad; la media de porcentaje de células tenidas fue de 23+10 %, con un
rango de 10 a 50%. Respecto a la evaluacion de expresion de receptores de
estrogenos y progesterona por método de IHQ, 26 casos (76%) fueron
positivos para receptores de estrogenos y 21 casos (61%) para receptores de
progesterona. En la evaluacion de expresion de proteina Ki-67 por método
de IHQ, lo 34 casos (100%) fueron positivos, con una media porcentaje de

células tenidas de 17.06£10.08% y un rango de entre 5 al 50%. Conclusion:
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Existe una sobreexpresion positiva del 47% de la proteina HER-2/neu
detectada por hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) en carcinoma de
mama con resultado 2+ indeterminado HER-2/neu por
inmunohistoquimica en los casos analizados en el departamento de
Anatomia Patologica del Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva”, lo
que ubica el rendimiento dentro de los estandares de calidad para uso

juicioso de recursos de 50+15 %.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es uno de los problemas de salud mas trascendentales
a nivel global. Las técnicas de biologia molecular para identificar proteinas
expresadas por las células cancerigenas han marcado un hito en el
tratamiento y pronostico de las pacientes con cancer de mama. La proteina
mas estudiada, objeto de terapia blanco en los esquemas terapéuticos
adyuvantes cuando se sobreexpresa, es HER2/neu. Se dispone de una
amplia gama de técnicas moleculares para identificar la sobreexpresion de
HER2/neu en células cancerigenas. Sin embargo, por su costo y
accesibilidad, los consensos de expertos recomiendan la identificacion por
dos técnicas moleculares escalonadas: Inmunohistoquimica (IHQ) e
Hibridacion in situ con fluorescencia, respectivamente.

La inmunohistoquimica es el método de biologia molecular de evaluacion
inicial para identificar sobreexpresion de HER2 /neu. Se basa en el principio
molecular de uniéon de un anticuerpo especifico contra un antigeno
especifico. El complejo anticuerpo-antigeno activa por medio de una enzima
un compuesto cromogénico capaz de visualizarse en microscopia
convencional de luz. La interpretacion de sobreexpresion de la proteina
HER2/neu depende de caracteristicas cualitativas y cuantitativas en la
afinidad tintorial de la reaccion, y por tanto, es dependiente del observador.
El resultado se reporta en 4 categorias: O(negativo para sobreexpresion de
HER2/neu), 1+ (negativo para sobreexpresion de HER2/neu), 2+
(indeterminado para sobreexpresion de HER2/neu) y 3+ (positivo para
sobreexpresion de HER2 /neu); en el que las categorias O y 1+ no tienen
sobreexpresion de proteina HER2/neu, y 3+ tiene sobreexpresion para
HER2/neu. Los casos catalogados en método de IHQ como 2+
indeterminado requieren una evaluacion subsecuente por el método FISH,
considerado el estandar de oro por su alta sensibilidad y especificidad, para
descartar o confirmar la sobreexpresion de HER2/neu. El método FISH se

basa en el principio molecular de la union de una sonda de acidos nucleicos



EVALUACION DE LA SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HER-2/NEU DETECTADA POR HIBRIDACION IN
SITU POR FLUORESCENCIA (FISH) EN CARCINOMA DE MAMA CON RESULTADO 2+ INDETERMINADO HER-
2/NEU POR INMUNOHISTOQUIMICA”

unidos a un compuesto fluorescente que se une al gen encargado de
codificar la proteina en cuestion. Requiere una infraestructura superior,
mayor tiempo y capacidad técnica de interpretacion. Es por eso que se toma
como indicador de calidad una confirmacion de sobreexpresion de Her2 /neu
50+-15% por método FISH de los casos catalogados como 2+ indeterminado

en método de THQ.
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MARCO TEORICO

INTRODUCCION

El cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad
relacionada con neoplasias malignas en mujeres a nivel mundial (1-3). De
acuerdo a GLOBOCAN, en el ano 2018 en el mundo se reportaron 2,093,876
nuevos casos de cancer de mama con 1,761,007 defunciones (1). De acuerdo
a las estadisticas mas actuales en México emitidas por la Secretaria de
Salud, ese mismo ano se reportaron 13,584 nuevos casos (2), con 6552
defunciones confirmadas en el 2015 (3), lo que posiciona a esta entidad
como la principal causa de muerte relacionada a cancer en mujeres en el

pais (1-4).

La identificacion de la sobreexpresion de la proteina HER2/neu ha tomado
crucial importancia como marcador pronoéstico independiente y como blanco
terapéutico en el cancer de mama (6-9). Las guias nacionales e
internacionales de tratamiento de cancer de mama recomiendan la
deteccion de la sobreexpresion de HER2 /neu con finalidad terapéutica para
eleccion de medicamentos adyuvantes como el trastuzumab y lapatinib
(10,11). Dichos farmacos tienen un perfil de bioseguridad estrecho,
relacionado con efectos adversos cardiovasculares, lo que vuelve importante
cenir criterios de elegibilidad para su uso (10). En la practica, la deteccion
de la sobreexpresion de Her-2/neu en cancer de mama se realiza con
meétodos de inmunohistoquimica (IHQ) y de hibridacion in situ por

fluorescencia (FISH) (10-12).

El método por inmunohistoquimica es el mas difundido por su bajo costo,
disponibilidad y menor complejidad técnica (10). Se realiza en tejido
mamario fijado en formalina y embebido en parafina, en el cual por un

proceso inmunologico-enzimatico, el patologo demuestra la amplificacion de

10
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HER2/neu (10,11). La sobreexpresion de HER2 /neu se evalua de acuerdo a
parametros morfolégicos cualitativos (afinidad tintorial de la membrana) y
cuantitativos (cantidad de células con afinidad tintorial de la membrana); y
se emite en un resultado de 4 categorias: O (negativo para sobreexpresion),
1+ (negativo para sobreexpresion), 2+ (indeterminado para sobreexpresion),
3+ (positivo para sobreexpresion) (10,11). Los resultados 2+ (indeterminado)
por IHC, requieren la confirmacion de sobreexpresion de Her-2/neu por
método de FISH; mas sensible y especifico (10-14). Sin embargo, la
realizacion de FISH es mucho mas costosa, compleja y demorada respecto a
la IHC (10). Puesto que la evaluacion de amplificacion de Her-2/neu por
IHC es dependiente del observador, hay una tendencia a sobre categorizar
las muestras como 2+ indeterminado, con el consecuente aumento de costo
y tiempo inherente a la prueba de FISH confirmatoria (14). Un punto de
correlacion de 50% +/- 15% entre los resultados 2+ indeterminado por IHC
y confirmacion de amplificacion de Her-2/neu en FISH es aceptado como

control de calidad en los centros que realizan dichas pruebas (10,14).

En el departamento de Patologia del Hospital General de Morelia no existe
estadistica de la correlacion entre los resultados categorizados como 2+
indeterminado para sobreexpresion de Her-2/neu por método de IHC y la
confirmacion por FISH. Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta:
¢Cual es la tasa de sobreexpresion de la proteina HER2 /neu detectada por
método FISH en casos de cancer de mama categorizados como 2+

indeterminado de HER2 /neu por método de IHQ?

EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA EN MEXICO

De acuerdo con Departamento de Epidemiologia de la Secretaria de Salud
de Meéxico el cancer de mama ha tenido un incremento constante en
incidencia y mortalidad en las ultimas tres décadas en nuestro pais (2). La

incidencia del cancer de mama en el ano 2000 fue de 10.76 casos por cada

11



EVALUACION DE LA SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HER-2/NEU DETECTADA POR HIBRIDACION IN
SITU POR FLUORESCENCIA (FISH) EN CARCINOMA DE MAMA CON RESULTADO 2+ INDETERMINADO HER-
2/NEU POR INMUNOHISTOQUIMICA”

100,000 mujeres mayores de 25 anos; en 2013 de 26.1 casos por cada
100,000 mujeres mayores de 25 anos y en 2018 32.4 casos por cada
100,000 mujeres mayores de 25 anos (2-4). De acuerdo al INEGI, la tasa de
mortalidad en el ano 2018 fue de 18 por cada 100,000 mujeres mayores de
25 anos, con 6252 defunciones reportadas ese ano (3). La edad media de
diagnostico es de 54.9 anos, con una incidencia mas alta en el grupo de 50
a 59 anos con el 45% de todos los casos (2,4). La incidencia y mortalidad en
los estados del pais tienen importante relacion con el indice de marginacion
en localizacion geografica, mas predominante en los estados del suroeste
respecto a los del centro y norte (4). En 2016 las entidades con mayor
mortalidad por cancer de mama son Sonora, Nuevo Leon y Chihuahua, con
28.6, 26 y 25.7 defunciones anuales por cada 100,000 habitantes mayores
de 25 anos, respectivamente (2). Michoacan se encuentra en el lugar 17, con
16 defunciones anuales por cada 100,000 habitantes mayores de 25 anos

(2). (FIGURA 1)

Figura 1. Tendencia de la mortalidad y numeros de casos por can-
cer de mama en México, 1955-2007 y proyeccion 2008-2020.
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*Tasa cruda por 100,000 mujeres de 25 anos y mas.
Fuente: Bases de Datos OMS, INEGI, SSA. 1955-2007.
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CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA

La clasificacion molecular del cancer de mama es uno de los mas grandes
avances de las ultimas décadas en el entendimiento de la medicina de
precision de dicha patologia (5). Historicamente, el cancer de mama ha sido
clasificado en base a caracteristicas clinico-patologicas, principalmente
estadio tumoral y grado histolégico (5). Con el transcurso del tiempo, el
conocimiento acumulado de la biologia del cancer de mama lo ha
posicionado como una enfermedad heterogénea en comportamiento tumoral
y respuesta a tratamiento en base a caracteristicas moleculares subyacentes
(5). Los primeros indicadores moleculares identificados de mayor relevancia
terapéutica y pronostica son la expresion de receptores de estrogeno,
receptores de progesterona, y el receptor de crecimiento epidérmico 2
HER2/neu (5,6). Recientemente, los datos moleculares obtenidos del perfil
de expresion genética, protedomica, alteraciones en el numero de copias de
DNA y cambios cromosomicos, estado mutacional, metilacion y microRNAs
han expandido el conocimiento de la biologia del cancer de mama, y
clasificaciones pronosticas con nuevos marcadores (5,11). La introducciéon
de la Secuenciacion de Siguiente Generacion o Secuenciacion Masiva
Paralela parece abrir nuevas perspectivas para desentranar la complejidad
molecular del cancer de mama, refinar la clasificacion molecular e
identificar nuevos agentes terapéuticos (12). Estas técnicas moleculares
prometen mejorar el diagnostico, la prediccion del comportamiento clinico y
la consecuente seleccion de terapias individualizadas (7). Sin embargo, su
utilidad clinica y disponibilidad esta lejos de alcanzar validacion universal
(10-11). De entre estos marcadores, el HER2/neu fue el primero en ser
identificado para ser con un predictor de respuesta a terapia sistémica al
anticuerpo monoclonal trastuzumab y actualmente define la taxonomia

molecular y pronostica del cancer de mama (4-15).

13
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La clasificacion molecular del cancer de mama se basa en la expresion de
biomarcadores detectada por una amplia diversidad de técnicas, conceptos
y aplicaciones. De acuerdo a la expresion de marcadores individuales, el
cancer de mama puede ser clasificado en Receptores de Estrogenos (RE)
positivos, Receptores de estrogenos negativos, y HER2/neu positivos y
HER?2 /neu negativos; adicionalmente se pueden agregar otros marcadores
en combinacion, como Receptores de progesterona (RP) y proteina KI-67,
para proveer informacion pronodstica (5,10,11). Aunque existen
clasificaciones moleculares mas complejas, la taxonomia molecular del
cancer de mama propuesta por Perou es la mas difundida, reproducible y
validada por sus implicaciones clinicas (5). Publicada en el ano 2000, dicha
clasificacion agrupa a los canceres de mama en RE positivos denominados
“luminales” y RE negativos; estos ultimos subdivididos en HER2/neu
positivos, “basaloides” caracterizados por ER y HER2/neu negativos con

expresion de células basales, y “triples negativos” (5) (FIGURA 2).

Subtipo de acuerdo al

Consenso de Colima Aproximacion por inmunohistoquimica
2015

LoriinalA RE +, RP > 20%, Ki67 < 20% GH* 1 0 2,
y HER-2 -
Luminal B RE +, RP < 20%, Ki67 > 20% GH* 3y
HER-2 + 0 -
HER-2 HER-2 +, REy RP -
Triple negativo RE -, RP -y HER-2 -

*GH grado histologico

FIGURA 2. SUBTIPOS MOLECULARES DE CANCER DE MAMA Y SU APROXIMACION POR IHQ.
Tomado de . Consenso Mexicano sobre diagnéstico y tratamiento del cancer mamario. 8va ed.
Colima: Elsevier; 2019
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ASPECTOS MOLECULARES

HER 2 /neu es una glicoproteina de 185-kDa codificada en un gen localizado
en el brazo largo del cromosoma 17 que se expresa normalmente en el
epitelio de varios organos, tales como el pulmon, la vejiga, el pancreas, la
mama y la prostata (15,16). Pertenece a la familia de receptores tirosina
quinasa de ErbB, una subclase de receptores de crecimiento ubicados en la
superficie celular con ligandos de receptores de tirosina quinasa. Los
receptores de tirosina quinasa tienen un papel crucial en las vias de
senalizacion que gobiernan aspectos claves del metabolismo celular, tales
como la proliferacion, migracion, diferenciacion y senalizacion que regula la
comunicacion celular durante el desarrollo (17-18). Las mutaciones o
alteraciones estructurales de estas proteinas ocasionan la activacion
anormal de los receptores tirosina quinasa, lo que las convierte en potentes
oncoproteinas involucradas en el desarrollo de diversos canceres y en su

resistencia a terapias blanco (19) (FIGURA 3).
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FIGURA 3. MECANISMO PROPUESTO DE ACCION DE HER2/neu. Adaptado de Conformation of

the transmembrane domain of the epidermal growth factor receptor. J Protein Chem. 1994;13:227 231
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Se han identificado por lo menos cuatro miembros de la familia de
receptores de crecimiento a la que pertenece esta proteina, los cuales
incluyen el EGFR o HER-1, HER-3 (erb-B3) y HER-4 (erb-B4 (17). Estos
receptores estan caracterizados por tener una estructura molecular similar,
compuesta por un dominio extracelular de ligando-ligado, una region
transmembrana hidrofobica y una porcion intracelular tirosina quinasa
(18). Esta ultima porcion compromete una cola C-terminal que incluye una
posicion ligadora de trifosfato de adenosina para el receptor de
autofosforilacion y fosforilacion de sus respetivos sustratos (16-18). Los
ligandos para HER3 y HER 4 son las neuregulinas NRG1-4, y el factor de
crecimiento epidérmico para el ERGE (21). No se conoce ligando especifico
para HER2/NEU (18). A diferencia de otros miembros de la familia ErbB,
HER2 /neu esta presente y activo de forma constitutiva y puede dimerizarse
independientemente de la presencia de ligando (18). Usualmente se
encuentra dimerizada junto con otras proteinas ErbB, habitualmente otra
proteina HER2/neu. Los heterodimeros de HER2/neu son mas potentes
como senalizadores de transduccion que los homodimeros. En particular, la
combinacion de HER2/neu-HER3 es muy potente en la activacion de vias
de proliferacion y supervivencia, puesto que la cola citoplasmatica de HER
contiene sitios de unioén de las fosfatidilnositida-3-quinasas PI3K, las cuales
activan la via de senalizacion PI3K-Akt-mTOR; mientras que los
heterodimeros de HER2 /neu activan fuertemente la via de senalizacion de
la proteina quinasa activada por mitogenos MAPK. La subsecuente
disregulacion de PISK y MAPK aumenta fuertemente la proliferacion celular

y promueve la evasion de la apoptosis (20) FIGURA 4.

16



EVALUACION DE LA SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HER-2/NEU DETECTADA POR HIBRIDACION IN
SITU POR FLUORESCENCIA (FISH) EN CARCINOMA DE MAMA CON RESULTADO 2+ INDETERMINADO HER-
2/NEU POR INMUNOHISTOQUIMICA”

Trastuzumab
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Lapatinib INCLUYEN: VIAS DEPENDIENTES
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FIGURA 4. SITIOS DE ACCION DE LOS FARMACOS TRASTUZUMAB Y LAPATINIB E
INTERACCION EN LA REGULACION DE SENALES DE CRECIMIENTO CELULAR ENTRE
LOS DIFERENTE DIMEROS DE HER1, HER2 Y HER3. Adaptado de HER3 comes of age:
new insights into its functions and role in signalling, tumor biology and cancer therapy.

Clin Cancer Res. 2013

De alli que la sobreexpresion de Her-2/neu que ocurre en los canceres de
mama Her-2/neu positivos tienen una dimerizacion excesiva de las
proteinas ErbB, con el consecuente aumento de proliferacion celular, el

pobre resultado clinico y la resistencia a distintas terapias oncologicas (20).
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DETECCION DE LA SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HER2/neu EN
LOS LABORATORIOS DE PATOLOGIA

En la practica de rutina, las guias nacionales e internacionales recomiendan
dos métodos de deteccion de sobreexpresion de la proteina HER2 /neu: el
método de Inmunohistoquimica (IHQ) y el método por Hibridacion in situ
con fluorescencia (FISH) (10,11). El primero es el preferido por su
simplicidad técnica y bajos costes, en comparacion con el método FISH mas
sensible y especifico, pero mas complicado técnicamente y con un costo mas

elevado (10,11 21).

El método por THQ esta basado en una reaccion inmunoenzimatica con
cromogeno, en el que un anticuerpo primario dirigido contra un antigeno
tisular especifico crea un complejo antigeno anticuerpo al que se une un
anticuerpo secundario, que a su vez forma otro complejo antigeno
anticuerpo y activa una enzima cromogénica; una vez activada la enzima, el
cromogeno ocasiona una respuesta tintorial evaluada susceptible a ser

evaluada con microscopia de luz convencional (21,22) FIGURA 5.

.J @ COMPLEJO Ab-Ag
\ / ACTIVA ENZIMA
CROMOGENICA

4—————— | ANTICUERPO
SECUNDARIO

ANTICUERPO .
PRIMARIO V/ A\ ANTIGENO

/\A, TISULAR

FIGURA 5. ESQUEMA DE ACTIVACION DE ENZIMA CROMOGENICA EN EL METODO DE INMUNOHISTOQUIMICA.
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Los requerimientos necesarios para realizar este método son: tejido fijado
con formalina neutra y embebido en parafina, un kit comercial de IHQ, y un
microscopio de luz convencional, disponibles en la mayoria de los
laboratorios de patologia quirurgica (10,22). En el caso de la deteccion de
sobreexpresion HER2 /neu por IHQ, el patdlogo evalua la afinidad tintorial
de acuerdo a un parametro cualitavo: tincion de membrana citoplasmatica
de las células neoplasicas completa o incompleta; y a otro parametro
cuantitativo: porcentaje de células neoplasicas que muestran afinidad
tintorial completa (8,11,12). En base a la combinacion de los parametros
mencionados, el patologo categoriza la expresion de la proteina HER2 /neu
en: Categoria O (NEGATIVO a sobreexpresion de HER2 /neu) sin tincion 6
tincion de membrana incompleta “apenas perceptible” en <10% de las
células neoplasicas; Categoria 1+ (NEGATIVO para sobreexpresion de
HER2/neu) tincion “apenas perceptible” en > 10 % de las células
neoplasicas; Categoria 2+ (INDETERMINADO para sobreexpresion de
HER2 /neu): tincion completa “débil a moderada” de membrana en > 10 %
de las células; y Categoria 3+ (POSITIVO para sobreexpresion de
HER2/neu): Tincion “intensa” completa, circunferencial, en > 10 % de las

células neoplasicas (10,11) como se ejemplifica en la FIGURA 6.
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FIGURA 6. EJEMPLO DE LA CATEGORIZACION 3+, 2+, 1+ Y 0 EN LA EVALUACION HER2/neu POR THQ.
Tomado de .- Wolff AC, Hammond MEH, Allison KH, Harvey BE, Mangu PB, Bartlett JMS, et al. Human
Epidermal Growth Factor Receptor 2 Testing in Breast Cancer: American Society of Clinical Oncology/College of
American Pathologists Clinical Practice Guideline Focused Update. Arch Pathol Lab Med. 2018;142(11):1364-
1382.

Los casos con categorias O y 1+ no tienen sobreexpresion de la proteina
HER2 /neu, mientras que la categoria 3+ tiene sobreexpresion de la proteina
HER2/neu (10). Sin embargo, la categoria 2+ indeterminado requiere una
evaluacion ulterior para confirmar o descartar la sobreexpresion de

HER2 /neu por método FISH (21-30).

El método de deteccion de sobreexpresion de HER2/neu por FISH se
considera el estandar de oro (11, 30). Se basa en una reaccion mediada por

una sonda de acidos nucleicos con la secuencia especifica de un gen
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determinado unido a una sonda luminiscente que se activa al formar el
complejo pareado (30) (FIGURA 7). La prueba se puede realizar en el mismo
tejido fijado en formalina embebido en formalina que en el método de THQ,
pero los requerimientos técnicos son mas especializados, e incluyen
ciclador, sondas de acidos nucleicos, microscopio de inmunofluorescencia y
equipo computacional de interpretacion de datos (30). El resultado se
interpreta como POSITIVO o NEGATIVO a numero de copias aumentado de
la proteina HER2 /neu.

FIGURA 7.FISH POSITIVO A SOBREEXPRESION DE HER2/neu. Tomado de Laudadio
J, Quigley DI, Tubbs R, Wolff DJ. HER2 testing: a review of detection methodologies and
their clinical performance; Expert Rev Mol Diagn. 2007; 7(1):53-64.

La deteccion de sobreexpresion de HER2/neu en todos los casos de cancer
de mama por método de FISH no proporciona una diferencia significativa
respecto al método de THQ, salvo en aquellos casos categorizados como 2+
indeterminado por método de IHQ (30). Es por ello que, en concordancia
con las distintas guias internacionales para la deteccion de sobreexpresion

de HER2 /neu, el Consenso Mexicano sobre Diagnostico y Tratamiento del
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Cancer Mamario recomienda la confirmacion de sobreexpresion de
HER2 /neu por método FISH en casos categorizados como 2+ indeterminado
por método de IHQ (10) (FIGURA 8). . Distintos estudios han planteado un
punto de corte de confirmacion de sobreexpresion de HER2 /neu de 50+15%
por método FISH en casos categorizados como 2+ indeterminado por THQ
como control de calidad interno en los laboratorios de patologia quirtargica

(10,30).
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FIGURA 8. ALGORITMO DE EVALUACION DE SOBREEXPRESION HER2/neu POR
METODO DE IHQ.

IMPACTO DE LA DETECCION DE LA SOBREEXPRESION DE HER2/NEU

En 1987 se realizo el primer estudio que correlaciona la sobreexpresion de
la proteina HER2/neu con un peor prondstico en las pacientes con
carcinoma de mama (31), pero no fue hasta 1999, con la introduccion del
anticuerpo monoclonal trastuzumab, que se dispuso al HER2 /neu como un
blanco terapéutico importante (6). En 2011 se desarrollo el segundo agente
terapéutico, lapatinib también con blanco en la proteina HER2/neu, con

una mejora importante en el perfil de bioseguridad respecto al trastuzumab
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(9). A partir de entonces, se han dirigido estudios en pacientes con tumores
de mama con sobreexpresion de la proteina HER2 /neu que demuestran los
diferentes beneficios terapéuticos de estos farmacos (9). En este contexto, el
trastuzumab es el farmaco mas estudiado y difundido (32-34). En cancer de
mama con sobreexpresion de HER2/neu, la adicion de trastuzumab a
cualquier régimen terapéutico esta asociada a tiempos de vida libres de
progresion significativamente mas altos (32). En pacientes que reciben
quimioterapia mas trastuzumab la progresion se ve en una media de 7.4
meses contra los 4.6 meses que se observa en pacientes que so6lo reciben
quimioterapia (32). Hay otros estudios que demuestran tasas de respuesta
patologica completa de hasta un 32% en pacientes que reciben
quimioterapia neoadyuvante mas trastuzumab, en comparacion de las tasas
de respuesta patologica completa del 10-15% en los pacientes que soélo
reciben quimioterapia neoadyuvante (33). El riesgo relativo de muerte
disminuye hasta un 20% en un seguimiento de 30 meses en pacientes que
recibieron quimioterapia mas trastuzumab respecto al 15% de los que
recibieron soélo quimioterapia (32-34.) Basados en estos estudios, El
Consenso Mexicano sobre Diagnostico y Tratamiento del Cancer Mamario
incluye la terapia con trastuzumab en pacientes con confirmacion de
sobreexpresion de la proteina HER2/ neu; sin embargo, enfatiza la
importancia de la confirmacion de la sobreexpresion como criterio de
elegibilidad por los efectos adversos del medicamento (10). La
cardiotoxicidad con insuficiencia cardiaca es el evento adverso mas
frecuente, con una incidencia de presentacion que oscila entre el 4,7% y el
27.5.5% de los pacientes (35). En wun estudio, la incidencia de
cardiotoxicidad fue de 27% en pacientes que reciben quimioterapia en
combinacion con trastuzumab en comparacion con el 8% de los que sélo
recibieron quimioterapia. El segundo evento adverso mas frecuente es la
infeccion leve o moderada, con una incidencia de hasta el 47% cuando se
asocia trastuzumab con quimioterapia, en comparacion con el 27% de

cuando se usa solo quimioterapia (35-36).
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ASPECTOS HISTOLOGICOS DEL CANCER DE MAMA CONSIDERADOS EN
ESTE ESTUDIO

En correlacion con los aspectos moleculares del cancer de mama, hay

conceptos histologicos como tipo histologico, grado histologico, presencia de

carcinoma in situ y presencia de invasion linfovascular que son marcadores

pronosticos en conjunto o independientes (37-39). El tipo histologico hace

referencia a la diferenciacion de la neoplasia en base a consideraciones

histogénicas, morfologicas y de perfil molecular en la expresion de algunas

proteinas como la E-caderina (37,40-41). Los tipos histologicos del cancer

de mama estan descritos en la Clasificacion de Tumores de Mama de la

Organizacion Mundial de la Salud (FIGURA 9) (37).
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FIGURA 9. CLASIFICACION DE LOS TUMORES DE MAMA DE LA ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD. Reproducido de

Lakhani SR, Ellis IO, Schnitt SJ, Tan PH, et al. WHO Classification of tumours of the breast. 3ra ed. IARC/WHO; 2012.
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El tipo histolégico mas frecuente de cancer de mama es el carcinoma invasor
de tipo no especial, anteriormente denominado carcinoma ductal (37). De
acuerdo a esta clasificacion, este tipo histologico se diagnostica por
exclusion, ya que no muestra suficientes caracteristicas morfolégicas o
moleculares de alguno de los otros tipos histologicos (37).
Arquitecturalmente, las células neoplasicas pueden disponerse en cordones,
agregados o trabéculas. En algunos casos la diferenciacion glandular puede
ser evidente en formaciones tubulares con un lumen central en los grupos
de células neoplasicas. La citomorfologia también puede ser heterogénea. E1l
citoplasma puede ser abundante y eosinofilico. Los nucleos pueden ser de
regulares y uniformes, a altamente pleomorficos y prominentes, a menudo
con multiples nucléolos. La actividad mitésica puede estar virtualmente

ausente o ser prominente (37, 40-41) (FIGURA 10).

FIGURA 10. CARCINOMA INVASOR DE TIPO NO ESPECIAL DUCTAL. EN LA PARTE SUPERIOR LA
NEOPLASIA FORMA TUBULOS CON LUMENES. EN LA PARTE INFERIOR SE EJEMPLIFICA UN
PATRON SOLIDO Y ARQUITECTURA CELULAR. Tomado de Lakhani SR, Ellis 10, Schnitt SJ, Tan
PH, et al. WHO Classification of tumours of the breast. 3ra ed. IARC/WHO; 2012
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Es precisamente este conjunto de caracteristicas de arquitectura,
citomorfologia y actividad mitosica lo que define el grado histologico (37).
Historicamente, el grado histologico es y ha sido un marcador independiente
de pronostico en el cancer de mama (38-39). La clasificacion de grado
histologico mas ampliamente aceptada, y recomendada por El Consenso
Mexicano sobre Diagnostico y Tratamiento del Cancer Mamario y por el
Colegio de Patologos Americanos es la propuesta en el estudio de
Nottingham (37,42). En esta clasificacion, se asigna un valor de 1 a 3
puntos a cada uno de estos 3 rubros: formacion glandular/tubular,
pleomorfismo nuclear y numero de figuras mitosicas. La suma de los puntos
agrupa las neoplasias en 3 categorias: Grado 1 de 3 a 5 puntos, Grado 2 de
6 a 7 puntos, y Grado 3 de 8 a 9 puntos (FIGURA 11) (42,43). Ademas de
ser un indicador independiente de pronoéstico en el cancer de mama, algunos
estudios correlacionan el grado histologico con el grupo molecular (5,43).
Mientras que los grupos luminal A y luminal B tienen a ser grado histologico

1, los grupos HER?2 y triple negativo tienen a ser grado histologico 2 y 3 (43).
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FIGURA 11. GRADO HISTOLOGICO. GRADO 1 DE 3-5 PUNTOS. GRADO 2 DE 6-7 PUNTOS.
GRADO 3 DE 8-9 PUNTOS. Adaptado de Lakhani SR, Ellis IO, Schnitt SJ, Tan PH, et al. WHO
Classification of tumours of the breast. 3ra ed. IARC/WHO; 2012

El carcinoma ductal in situ es una proliferacion de células neoplasicas
confinadas al sistema mamario ductal-lobular y esta caracterizada por
atipia nuclear de sutil a marcada, ademas de una tendencia inherente pero
no obligada de progresar a cancer de mama invasor (37, 44-45) (FIGURA
12). No hay un consenso sobre alguna clasificacion del carcinoma in situ
con impacto clinico (45). Para fines descriptivos se aceptan los patrones

arquitecturales comedo, sélido, cribiforme, micropapilar y papilar; ademas
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de tres grados nucleares, y presencia o ausencia de necrosis (43-45). De
estas caracteristicas, la mas prometedora para predecir progresion a
carcinoma invasor es el grado nuclear (45). El carcinoma ductal in situ con
grado nuclear bajo esta compuesto por células pequenas, células
monomorficas que crecen en patrones micropapilar, cribiforme o soélido (37).
El patron soélido puede mostrar microacinos en los que las células estan
polarizadas alrededor de un lumen muy pequeno en un patron rosetoide
(37). El nucleo es de tamano uniforme, con cromatina regular y nucléolo
insconspicuo; las figuras mitoésicas son escasas. Las microcalcificaciones
son de tipo psamommatoso. La necrosis es poco comun. El carcinoma ductal
de grado nuclear intermedio esta compuesto por células con variabilidad
leve a moderada en el tamano, forma, disposicion, cromatina en grumos, y
nucléolo prominente. Las figuras mitosicas pueden estar presentes. Las
microcalcificaciones suelen ser laminadas y amorfas. Se puede observar
necrosis focal o de tipo comedo. El carcinoma ductal de alto grado nuclear
esta compuesto por células muy atipicas, generalmente en un patron solido,
cribiforme o micropapilar. Los nucleos son pleomoérficos, pobremente
polarizados, con contornos y distribucion irregulares, cromatina en grumos
y nucléolos prominentes. Las figuras mitésicas son comunes, pero su
presencia nos es indispensable para su diagnoéstico. La necrosis de tipo
comedo, con abundantes debris necréticos en el lumen del ducto, rodeada

de proliferacion celular sé6lida, es muy frecuente (37).
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FIGURA 12. CARCINOMA DUCTAL IN SITU. LAS CELULAS NEOPLASICAS MUESTRAN PLEOMORFISMO, SE
DISPONEN EN PATRON CRIBIFORMES, PERO SE ENCUENTRAN CONFINADAS POR LA MEMBRANA BASAL
DE DUCTO. Tomada de Lakhani SR, Ellis IO, Schnitt SJ, Tan PH, et al. WHO Classification of tumours of the
breast. 3ra ed. IARC/WHO; 2012

La invasion linfovascular es el hallazgo de células de carcinoma dentro de
los vasos pequenos fuera de la masa neoplasica principal (FIGURA 13)
(37,43). La invasion linfovascular esta asociada a metastasis en ganglios
linfaticos y también es un predictor independiente de recurrencia local o a
distancia. La invasion linfovascular esta presente en un 15% de pacientes
sin presencia de invasion y es el factor predictor de sobrevida mas
importante en estos pacientes (46). La invasion al espacio vascular puede
servir como reservorio de células neoplasicas en la piel o en la pared
toracica. Estas no se pueden remover con cirugia convencional. Ademas, los
casos de cancer de mama invasion linfovascular son menos susceptibles a
tratamiento quirurgico (46). Esto se demuestra con la presencia de cancer
residual sé6lo en invasion linfovascular después de quimioterapia

neoadyuvante en algunos casos. La invasion linfovascular en la dermis es
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un factor de muy mal pronostico, asociada a tasas altas de recurrencia y
metastasis distantes (38). Cuando es extensa, la invasion linfovascular en
dermis causa los signos clinicos caracteristicos de carcinoma inflamatorio.
Hay algunas correlaciones inferenciales en los tipos moleculares de
carcinoma de mama. Por ejemplo, los carcinomas tipo triple negativo
usualmente no muestran metastasis, pero si invasion linfovascular y

metastasis a distancia (5, 37,43).

FIGURA 13. INVASION LINFOVASCULAR. SE IDENTIFICAN CELULAS NEOPLASICAS DENTRO DEL
LUMEN VASCULAR CON LA MISMA CONFORMACION DEL VASO. LA FLECHA SENALA UNA
CELULA ENDOTELIAL. Tomado de Lakhani SR, Ellis IO, Schnitt SJ, Tan PH, et al. WHO
Classification of tumours of the breast. 3ra ed. IARC/WHO; 2012
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es la tasa de sobreexpresion de la proteina HER-2 /neu detectada por
hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) en los casos diagnosticados con
carcinoma de mama con resultado 2+ indeterminado HER-2/neu por

inmunohistoquimica?
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JUSTIFICACION

Uno de los grandes hitos de la medicina de precision en el cancer de mama
son los medicamentos que tienen efecto en la proteina HER/2neu con
implicaciones directas en la sobrevida de los pacientes. Sin embargo, sélo
tuvieron beneficio en los pacientes con tumores en los que se demuestra la
sobreexpresion de dicha proteina. En la practica clinica la deteccion de
sobreexpresion de la proteina HER2/Neu se realizo, en primera instancia,
con método de inmunohistoquimica mediante una evaluacion
semicuantitativa dependiente de observador. En este método se clasifico los
casos en 4 categorias: 0O negativo, 1+ negativo, 2+ indeterminado y 3+
positivo. En las categorias O negativo y 1+ negativo la sobreexpresion de
HER2/neu es negativa; en la categoria 3+ positivo la sobreexpresion de
HER2/neu es positiva. En los casos categorizados como 2+ indeterminado
se requierio una evaluacion subsecuente de sobreexpresion de la proteina
HER2/neu por método FISH. El método FISH fue considerado el estandar
de oro para deteccion de sobreexpresion de HER2/neu, sin embargo es un
método mas costoso que requiere la infraestructura de un laboratorio de
referencia. Las guias nacionales internacionales de interpretacion de THQ
para sobreexpresion HER2 propusieron un corte de control de 50+-15% de
correlacion entre categoria 2+ indeterminado con IHQ y sobreexpresion
confirmada con FISH. Con el presente estudio se buscé conocer la incidencia
sobreexpresion de proteina HER2/neu con el método estandar de oro FISH
de los casos categorizados como 2+ indeterminado con método de
inmunohistoquimica para conocer el si el Departamento de Anatomia
Patologica del Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva” se encontro
en los estandares de calidad adecuados. Adicionalmente, se describio las
caracteristicas de estos casos para abrir nuevas lineas de investigacion en
la validacion de la clasificacion de sobreexpresion de HER2 /neu por método

de IHQ.

32



EVALUACION DE LA SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HER-2/NEU DETECTADA POR HIBRIDACION IN
SITU POR FLUORESCENCIA (FISH) EN CARCINOMA DE MAMA CON RESULTADO 2+ INDETERMINADO HER-
2/NEU POR INMUNOHISTOQUIMICA”

MAGNITUD DEL PROBLEMA: El cancer de mama constituye la primera
causa de mortalidad en México atribuibles a neoplasias malignas en mujeres.
De acuerdo al INEGI, en el ano 2018 en México la tasa de mortalidad fue de
18 por cada 100,000 mujeres mayores de 25 anos, la tasa de incidencia de
32,4 por cada 100,000 mujeres, con 9,834 casos nuevos. Michoacan ocupa
el lugar 17 como entidad federativa con una tasa de mortalidad de 16 por
cada 1000,000 mujeres mayores de 25 anos. Los pacientes con cancer de
mama que sobreexpresan proteina HER2/neu se benefician de terapias
blanco. En el departamento de patologia del Hospital General de Morelia se
desconoce el porcentaje de correlacion entre categoria 2+ indeterminado con
IHQ y sobreexpresion confirmada con FISH. Este es un buen indicador de

control de calidad para uso racional de los recursos institucionales.

TRASCENDENCIA: Si la correlacion fue la esperada, este estudio fungira
como indicador de calidad interno en diagnodstico de la categoria 2+
indeterminado para expresion de HER2/neu por método de
inmunohistoquimica. De no cumplirse la hipotesis de correlacion, se pueden
abrir nuevas lineas de investigacion de concordancia interobservador del
diagnostico de la categoria 2+ indeterminado para expresion de HER2 /neu
por método de inmunohistoquimica en el departamento de patologia del
Hospital General de Morelia, y se instara a cernirse a las recomendaciones

de las guias de interpretacion.

VULNERABILIDAD: El proyecto abre la puerta a nuevas lineas de
investigacion que incluyen la categorizacion molecular de los canceres de
mama con sobreexpresion de HER2 /neu confirmada con método FISH, asi
como el seguimiento clinico de los mismos. Estas lineas de investigacion

quedaron pendientes para estudio ulterior

CONTRIBUCION DE LA INVESTIGACION A LA SOLUCION DEL PROBLEMA
ESTUDIADO: El problema pudo ser resuelto totalmente con los datos

obtenidos
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FACTIBILIDAD: Se conté con todos los recursos humanos y de
infraestructura para realizar el estudio. Asi como expedientes, material de

patologia y resultados por FISH

RIESGO ETICO DEL ESTUDIO: Minimo, dado que solo se obtuvé

informacion de archivos de patologia.
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OBJETIVOS

Objetivo general: Evaluar la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu
detectada por hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) en carcinoma de
mama con resultado 2+ indeterminado HER-2/neu por

inmunohistoquimica.
Objetivos especificos:

1.- Definir las caracteristicas histologicas y de estadio TNM clinico de
los casos categorizados HER2 /neu 2+ indeterminado con confirmacion de

sobreexpresion de HER2 /neu por método FISH.

2.-Definir las caracteristicas inmunohistoquimicas de los casos
categorizados HER2/neu 2+ indeterminado con confirmacion de

sobreexpresion de HER2 /neu por método FISH.

3.- Determinar la frecuencia de casos con sobreexpresion de la proteina
HER2/neu detectada por método FISH en casos de cancer de mama

categorizados 2+ indeterminado de HER2 /neu por método de THQ.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA:

Existe una sobreexpresion de la proteina HER-2/neu detectada por
hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) en carcinoma de mama con

resultado 2+ indeterminado HER-2 /neu por inmunohistoquimica.

HIPOTESIS ALTERNA:

No existe una sobreexpresion de la proteina HER-2/neu detectada por
hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) en carcinoma de mama con

resultado 2+ indeterminado HER-2 /neu por inmunohistoquimica.
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MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron estudios anatomopatologicos de pacientes con diagnodstico
de cancer de mama categorizados como 2+ indeterminado para HER2 /neu
por método de IHQ con evaluacion subsecuente de sobreexpresion de
proteina HER2 /neu por método FISH atendidos en el Centro Estatal de
Atencion Oncologica del Estado de Michoacan en evaluacion conjunta con
el Departamento de Anatomia Patologica del Hospital General de Morelia
“Dr. Miguel Silva” en un periodo comprendido de 2015 a 2019. Se
seleccionaron 35 casos, de los cuales se eliminoé 1.

Las variantes correspondientes a edad del paciente, tamano del tumor,
estadio TNM clinico y tipo de biopsia se obtuvieron de la solicitud de estudio
anatomopatologico y se corroboraron con el expediente clinico pertinente.
El resultado de categorizacion de sobreexpresion de proteina HER2/neu por
método de THQ se obtuvo del reporte histopatologico en el archivo del
Departamento de Anatomia Patologica del Hospital General de Morelia “Dr.
Miguel Silva” y se corroboré en revision conjunta del material con un
patologo adscrito a la unidad en concordancia con las recomendaciones del
Colegio de Patologos Americanos para la evaluacion de sobreexpresion de
proteina HER2/neu por método de IHQ en el que se define:

Caso 2+ indeterminado para sobreexpresion de HER2/neu por método de
IHQ: Tincion de membrana de débil a moderada en mas del 10% de las
células neoplasicas.

Se defini6 tincién DEBIL como “apenas perceptible’”, y MODERADA mayor
afinidad tintorial que débil, pero menor que INTENSA en los casos control
3+.

Para la verificacion de una técnica correcta del método de THQ, se verifico
que cada una de las laminillas histologicas evaluada tuviera un corte
histologico control categorizado como 3+ positivo para sobreexpresion de

HER2 /neu definido como:
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Caso control 3+ positivo para sobreexpresion de HER2 /neu por método de
[HQ: Tincion circunferencial completa intensa en mas de 10% de las células
neoplasicas.

Subsecuentemente se confirmo en el archivo de archivo del Departamento
de Anatomia Patologica del Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva”
la existencia del reporte de sobreexpresion de HER2 /NEU por método FISH
positiva o negativa. Dicha confirmacion es un servicio proporcionado
gratuitamente por un laboratorio de referencia externo a cargo de la
farmacéutica ROCHE.

Las variantes correspondientes a tipo histologico, grado histologico,
presencia de carcinoma ductal in situ y presencia de invasion linfovascular
se obtuvieron del reporte histopatologico en el archivo del Departamento de
Anatomia Patologica del Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva” y se
corrobor6 en revision conjunta del material con un patélogo adscrito a la
unidad en concordancia con las recomendaciones de la Clasificacion de
Tumores de Mama de la Organizacion Mundial de la Salud 3era edicion y
del Colegio de Patélogos Americanos, en el que se definen:

Tipo histologico: conjunto de caracteristicas histopatologicas y moleculares
que caracterizan a cada uno de las neoplasias de tejido mamario.
Carcinoma ductal in situ: lesion neoplasica caracterizada por estar
confinada al ducto mamario, limitada por una membrana basal del mismo
intacta, que muestra caracteristicas citomorfolégicas de mayor atipia que la
hiperplasia ductal atipica. Pueden mostrar diferentes patrones
arquitecturales, en los que se incluyen solido, cribiforme, tubular, entre
otros. Las figuras mitosicas y la necrosis pueden estar presentes, pero su
ausencia no descarta el diagnostico.

La invasion linfovascular se define como la presencia de un grupo de mas
de 5 células neoplasicas en la luz vascular. Para evitar la confusion con
artefactos de retraccion tumoral, tiene que ser visible la célula endotelial del

vaso correspondiente, el grupo de células tiene que adoptar la misma forma
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que el lumen y el vaso tiene que estar localizado fuera de la masa neoplasica
principal.

Las variantes correspondientes a expresion de receptores de estrogenos,
receptores de progesterona y proteina Ki-67 por método de IHQ se
obtuvieron del reporte histopatologico en el archivo del Departamento de
Anatomia Patologica del Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva” y se
corroboraron en revision conjunta del material con un patélogo adscrito a
la unidad en concordancia con las recomendaciones de la del Colegio de
Patologos Americanos, en las que se considera positiva si la tincion es

exclusivamente nuclear.

POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron 34 pacientes con estudios anatomopatologicos de pacientes
con diagnostico de cancer de mama categorizados como 2+ indeterminado
para HER2/neu por método de IHQ con evaluacion subsecuente de
sobreexpresion de proteina HER2/neu por método FISH atendidos en el
Centro Estatal de Atencion Oncolégica del Estado de Michoacan en
evaluacion conjunta con el Departamento de Anatomia Patologica del
Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva” en un periodo comprendido
de 2015 a 2019

DISENO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo, observacional, analitico y retrospectivo.

39



EVALUACION DE LA SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HER-2/NEU DETECTADA POR HIBRIDACION IN
SITU POR FLUORESCENCIA (FISH) EN CARCINOMA DE MAMA CON RESULTADO 2+ INDETERMINADO HER-
2/NEU POR INMUNOHISTOQUIMICA”

CRITERIOS DE INCLUSION

Resultados histopatologicos de pacientes con diagnostico de carcinoma
invasor de mama con determinacion de HER2/neu 2+ indeterminado por
[HQ COMPLETOS

Material anatomopatolégico completo

Reporte completo de HER2 /neu por método FISH

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes sin carcinoma invasor de mama

Pacientes con resultado 0,1+ o 3+ en la determinacion de HER2 /neu por
THQ

Casos con resultado inespecifico en HER2 /neu por THQ

No disponibilidad

CRITERIOS DE ELIMINACION

No aplica
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VARIABLES

Objetivo especifico

Variable de estudio

Clasificacion de variable

Unidades de medida

Definir las caracteristicas

Tamano del tumor

Cuantitativa continua

Centimetros

histologicas y clinicas de los
casos categorizados HER2 /neu
2+ indeterminado con

confirmacion de sobreexpresion

Tipo histolégico

Cualitativa nominal

De tipo no especifico
Lobulillar
Otros tipos

de HER2/neu por método FISH

Grado histolégico Cualitativa ordinal Gradol
Grado 2
Grado 3

Invasion linfovascular Cualitativa nominal Identificada

No identificada

Carcinoma Ductal in situ

Cualitativa nominal

Identificado

No identificado

Definir las caracteristicas
inmunohistoquimicas de los
casos categorizados HER2 /neu
2+ indeterminado con

confirmacion de sobreexpresion

de HER2 /neu por método FISH

Determinar la frecuencia de|
casos con sobreexpresion de la
proteina HER2/neu detectadal
por método FISH en casos de
cancer de mama categorizados
2+ indeterminado de HER2/neu

ipor método de THQ

Estadio clinico TNM Cualitativa ordinal Estadio I
Estado II
Estadio III
Estadio IV
Receptores de Estrogenos Cualitativa nominal Positivo
Negativo
Receptores de Progesterona Cualitativa nominal Positivo
Negativo
Ki-67 Cuantitativa continua %
Sobreexpresion de Cualitativa nominal Positivo
HER2 /neu por FISH Negativo
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CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio se ajusto a las normas éticas institucionales y a la Ley General
de Salud en materia de experimentacion en seres humanos, asi como a la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Meédica Mundial sobre los
“Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos”, con
modificacion en el congreso de Tokio, Japon en 1983. Se ajusto a las normas
e instructivos institucionales en materia de investigacion cientifica, por lo
tanto, se realizo hasta que fue aprobado por el comité local de investigacion.
El estudio correspondio a la categoria I de la Ley General de Salud en
materia de investigacion para la salud en el titulo segundo, capitulo I,
articulo 17. Ademas de acuerdo con los principios adoptados por la 18*
Asamblea Médica Mundial de Helsinki, Finlandia en junio de 1964, y
enmendadas por la 29% Asamblea Médica Mundial en Venecia, Italia, en
octubre de 1983, por la 41% Asamblea Mundial Hong Kong, en septiembre
de 1989, en la 487 Asamblea en Sudafrica en 1996; y en la ultima 59*%
Asamblea general de la Asociacion Médica Mundial en Seul, en octubre de

2008.

REGLAMENTO DE LA LEY GENERAL DE SALUD:

Articulo 13. En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de
estudio,

Debera prevalecer, el criterio de respeto a su dignidad y la proteccion de sus
derechos y bienestar.

Articulo 14. La investigacion que se realice en seres humanos debera
desarrollarse bajo las siguientes bases:

1. Se ajustara a principios cientificos y éticos que la justifiquen.
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2. Se fundamentara en la experimentacion previa realizada en animales, en
laboratorios o en otros hechos cientificos.

3. Se debera realizar solo cuando el conocimiento que se pretenda producir
no pueda obtenerse por otro medio idoneo.

4. Deberan prevalecer siempre las probabilidades de los beneficios
esperados sobre los riesgos predecibles.

5. Contara con el consentimiento informado y por escrito del sujeto de
investigacion o su representante legal, con las excepciones que este
reglamento senale.

6. Debera ser realizada por profesionales de la salud a que se refiere el
articulo 114 de este reglamento, con conocimiento y experiencia para cuidar
la integridad del ser humano, bajo la responsabilidad de una institucion de
atencion a la salud que actue bajo la supervision de las autoridades
sanitarias competentes y que cuente con los recursos humanos y materiales
necesarios que garanticen el bienestar del sujeto de investigacion.

7. Contara con el dictamen favorable de las comisiones de investigacion,
ética y de bioseguridad en su caso.

8. Se llevara a cabo cuando se tenga la autorizacion del titular de la

institucion de atencion a la salud y en su caso, de la secretaria.

DECLARACION DE HELSINKI:

El principio basico es el respeto por el individuo, su derecho a la
autodeterminacion y el derecho a tomar decisiones informadas
(consentimiento informado), incluyendo la participacion en la investigacion,
tanto al inicio como durante el curso de la investigacion. El deber del
investigador es solamente hacia el paciente o el voluntario y mientras exista
necesidad de llevar a cabo una investigacion, el bienestar del sujeto debe
ser siempre precedente sobre los intereses de la ciencia o de la sociedad, y
las consideraciones éticas deben venir siempre del analisis precedente de

las leyes y regulaciones.
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El reconocimiento de la creciente vulnerabilidad de los individuos y los
grupos necesita especial vigilancia. Se reconoce que cuando el participante
en la investigacion es incompetente, fisica o mentalmente incapaz de
consentir, o es un menor entonces el permiso debe darlo un sustituto que
vele por el mejor interés del individuo. En este caso su consentimiento es

muy importante.
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ANALISIS ESTADISTICO

En las variables cualitativas se realizo estadistica descriptiva con analisis
de frecuencia, promedio y media.

En la comparacion de las variables cuantitativas y variables cuantitativas
se realizo T de Student con un valor significativo de p < 0.05.

En la comparacion de variables nominales cualitativas se realizé Chi
cuadrada con un valor significativo de p < 0.05.

Los datos se analizaron con programa estadistico SPSS ® version 26 y se

presentaron mediante tablas y graficas.
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RESULTADOS

En el estudio se incluyeron 35 casos categorizados como 2+ indeterminado

para sobreexpresion de HER2/neu por método de IHQ, de los cuales se

elimin6 1 caso por no contar con resultado de confirmacion de

sobreexpresion de HER2 /neu por método FISH.

Los resultados de frecuencia de los 34 casos analizados se presentan en la

TABLA 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los casos categorizados como 2+ indetermiado para HER2/neu

por Método de THQ.

TABLA 1: CASOS 2+ INDETERMINADO PARA HER2/neu POR METODO DE IHQ (n=34)

SEXO

Femenino 100% (34/34)

EDAD

Media 44.82 + 8 anos

TIPO DE BIOPSIA

Biopsia con aguja de corte: 97% (33/34)
Biopsia excisional: 3% (1/34)

ESTADIO TNM CLINICO

Estadio IA 23.5% (8/34)
Estadio IIA 55.9% (19/34)
Estadio IIB 20.6% (7/34)

TAMANO DEL TUMOR

3+0.9 cm

TIPO HISTOLOGICO

Carcinoma invasor de tipo no especial 100%
(34/34)

GRADO HISTOLOGICO

Grado 1 38.2% (13/34)
Grado 2 44.1% (15/34)
Grado 3 17.6% (6/34)

PRESENCIA DE CARCINOMA DUCTAL IN SITU

64.7% (22/34)

PRESENCIA DE INVASION LINFOVASCULAR

35.3% (12/34)

AFINIDAD TINTORIAL EN HER2/neu POR METODO DE IHQ

DEBIL 55.9% (19/34)
MODERADA 44.1% (15/34)

PORCENTAJE DE CELULAS TENIDAS EN HER2,/neu POR
METODO DE IHQ

Media 23.09 %

PRESENCIA DE RECEPTORES DE ESTROGENOS POR
METODO DE IHQ

79.4% (27/34)

PRESENCIA DE RECEPTORES DE PROGESTERONA POR
METODO DE IHQ

58.8% (20/34)

EXPRESION DE PROTEINA Ki-67 POR METODO DE IHQ

100% (34/34)

PORCENTAJE DE CELULAS CON EXPRESION DE
PROTEINA Ki-67 POR METODO DE IHQ

Media 17.06%

CONFIRMACION DE SOBREEXPRESION POSITIVA DE
HER2/neu POR METODO FISH

47.1% (16/34)

Fuente: Base de datos.
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De los 34 casos incluidos en el estudio, 16 (47%) fueron positivos a
sobreexpresion de HER2/neu por método de FISH, y 18 (53%) fueron
negativos a sobreexpresion de HER2/neu por método de FISH, como se

muestra en la FIGURA 14.

RESULTADO DE SOBREEXPRESION HER2/NEU F(ISI-;E)N CASOS 2+ INDETERMINADO HER2/neu POR IHQ
n=

WPOSITIVO (16/34)
B NEGATIVO (18/34)

47 06%
52'94%
NEGATIVO (18/34) POSITIVO (16/34)

Fuente: Base de datos

FIGURA 14: Clasificacién por resultado de sobreexpresion de HER2 /neu por método
FISH en porcentaje de los casos categorizados como 2+ indeterminado para

HER2 /neu por método IHQ.

Los 34 casos analizados correspondieron a pacientes de sexo femenino, con
una edad media de 44.82 anos, en un rango de los 29 a los 57 anos. En 33
(97%) de los casos se realizo biopsia con aguja de corte y en 1 (3%) biopsia
excisional. Respecto al estadio TNM clinico, 8 (24%) de los casos fueron
estadio TNM clinico IA, 19 (55%) fueron estadio TNM clinico 1Ay 7 (21%)

fueron estadio TNM clinico IIB, como se muestra en la FIGURA 15.
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ESTADIO TNM CLINICO CASOS 2+ INDETERMINADO PARA HER2/neu POR IHQ (n=34)

W ESTADIO A (8/34)
W ESTADIO IlA (19/34)
M ESTADIO IIB (7/34)

20,59%
ESTADIO IIB (7/34)

55,88%
ESTADIO llA (19/34)

Fuente: Base de datos
FIGURA 15: Clasificacion por Estadio TNM clinico en porcentaje de los casos
categorizados como 2+ indeterminado para HER2 /neu por método IHQ.

Respecto al tamano del tumor, la media fue de 3 £ 0.9 cm. Cabe recalcar
que 8 (23.5%) de los casos midieron menos de 2 cm (categoria T1 en la
clasificacion TNM), y 26 (76.5%) midieron entre 2 y S cm (categoria T2 en la
clasificacion TNM).

Respecto al tipo histologico, los 34 (100%) casos fueron carcinoma invasor
de tipo no especial (ductal). Respecto al grado histologico, 13 (38.23%) de
los casos fueron grado 1; 15 (44.11%) grado 2 y 6 grado 3 (17.64%) como se
ilustra en la FIGURA 16.
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GRADO HISTOLOGICO CASOS 2+ INDETERMINADO HER2/neu POR IHQ (n=34)

[l GRADO 1 (13/34)
B GRADO 2 (15/34)
W GRADO 3 (6/34)

17,65%
GRADO 3 (6/34)

38,24%
GRADO 1 (13/34)

4412%
GRADO 2 (15/34)

Fuente: Base de datos
FIGURA 16: Clasificacion por Grado Histolégico en porcentaje de los casos
categorizados como 2+ indeterminado para HER2 /neu por método IHQ.

En 24 (64.7%) de los casos se demostro la presencia de carcinoma ductal
in situ FIGURA 17, mientras que en 12 (35.3%) se demostro la presencia de

invasion linfovascular FIGURA 18.
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PRESENCIA DE CARCINOMA DUCTAL IN SITU EN CASOS 2+ INDETERMINADO HER2/neu POR IHQ (n=34)

25

Frecuencia

PRESENTE AUSENTE
PRESENCIA DE CARCINOMA DUCTAL IN SITU

Fuente: Base de datos
FIGURA 17: Numero de casos y porcentaje de casos con carcinoma ductal in situ de
los casos categorizados como 2+ indeterminado para HER2/neu por método IHQ.

PRESENCIA DE INVASION LINFOVASCULAR EN CASOS 2+ INDETERMINADO HER2Ineu POR IHQ (n=34)

25

20

Frecuencia
o

-
o

PRESENTE AUSENTE
PRESENCIA DE INVASION LINFOVASCULAR

Fuente: Base de datos
FIGURA 18: Numero de casos y porcentaje de casos con invasién linfovascular de los
casos categorizados como 2+ indeterminado para HER2 /neu por método IHQ.
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Respecto a la evaluacion de sobreexpresion de HER2/neu por método de
IHQ, 19 (56%) de los casos tuvieron una afinidad tintorial débil y 15 (44%)
una afinidad tintorial moderada como se ilustra en la FIGURA 19. La media
de porcentaje de células tenidas fue de 23+-10.5%, con un rango de 10 a
50%.

AFINIDAD TINTORIAL HER2/NEU IHQ EN CASOS 2+INDETERMINADO HER/neu POR IHQ (n=34)

WDEBIL (19/34)
B MODERADA (15/34)

4412%
MODERADA (15/34)

Fuente: Base de datos

FIGURA 19: Clasificacion por Afinidad tintorial para HER2 /neu por método de IHQ
expresado en porcentaje de los casos categorizados como 2+ indeterminado para
HER2 /neu por método IHQ.
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Respecto a la evaluacion de expresion de receptores de estrogenos y
progesterona por método de IHQ, 26 (76%) de los 34 casos fueron positivos
para receptores de estrogenos como se muestra en la FIGURA 20, y 21 casos

(61%) para receptores de progesterona como se muestra en la FIGURA 21.

RECEPTORES DE ESTROGENOS IHQ EN CASOS 2+ INDETERMINADO HER2Ineu POR IHQ (n=34)

WPOSITIVO (26/34)
BNEGATIVG (8/34)

20,59%
NEGATIVO (8/34)

70,4
POSITIVO (26/34)

Fuente: Base de datos

FIGURA 20: Clasificacion por expresion de receptores de estrogenos por método de
IHQ expresados en porcentaje de los casos categorizados como 2+ indeterminado
para HER2 /neu por método THQ.
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RECEPTORES DE PROGESTERONA IHQ EN CASOS 2+ INDETERMINADO HER2/neu POR IHQ (n=34)

W POSITIVO (21/34)
B NEGATIVO (13/34)

41,18%
NEGATIVO (13/34)

Fuente: Base de datos

FIGURA 21: Clasificaciéon por expresion de receptores de progesterona por método de
IHQ expresados en porcentaje de los casos categorizados como 2+ indeterminado
para HER2 /neu por método IHQ.

Respecto a la evaluacion de expresion de proteina Ki-67 por método de IHQ,
34 (100%) de los casos fueron positivos, con un porcentaje de células
TENIDAS media de 17.05+- 10% y un rango de entre 5 al 50%.

En los casos categorizados como 2+ indeterminado para sobreexpresion de
HER2/neu por método de IHQ con sobreexpresion de HER2/neu positiva
por método FISH la edad promedio de las pacientes fue de 43.8 anos, con
un rango de 33 a 57 anos. El tamano promedio del tumor fue de 3 cm, con

un rangode 1.5cm a 4.7 cm. 5 (31.25%) de los 16 casos fueron estadio TNM
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IA, 9 (56.25%) estadio TNM IIA y 2 (12.5%) estadio TNM IIB. 16 (100%) de
los 16 casos fueron de tipo histologico carcinoma invasor de tipo no especial
(ductal). Respecto al grado histologico, 4 (25%) de los 16 casos fueron grado
1, 12 (75%) fueron grado 2. 11 (68.75%) de los 16 casos tuvieron carcinoma
ductal in situ, y 4 (25%) tuvieron presencia de invasion linfovascular. En la
evaluacion de sobreexpresion de HER2/neu por método de IHQ, 1 (6.25%)
de los 16 casos mostro afinidad tintorial débil, y 15 (93.75%) afinidad
tintorial moderada. El promedio de porcentaje de células con reactividad
tintorial fue de 26.88 %. Respecto a la evaluacion de expresion de receptores
de estrogenos y progesterona por método de THQ, 14 (87.5%) de los 16 casos
fueron positivos a receptores de estrogenos, y 10 (62.5%) de los 16 casos
fueron positivos a receptores de progesterona. En la evaluacion de expresion
de proteina Ki-67 por método de THQ, 16 (100%) de los 16 casos fueron
positivos, con un promedio de porcentaje de células del 14%.

En los casos categorizados como 2+ indeterminado para sobreexpresion de
HER2/neu por método de THQ con sobreexpresion de HER2/neu negativa
por método FISH la edad promedio de las pacientes fue de 45.7 anos, con
un rango de 29 a 57 anos. El tamano promedio del tumor fue de 2.9 cm, con
un rango de 1.4 cm a 4.5 cm. 3 (16.66%) de los 18 casos fueron estadio TNM
IA, 10 (55.55%) estadio TNM IIA y S (27.77%) estadio TNM IIB. 18 (100%) de
los 18 casos fueron de tipo histolégico carcinoma invasor de tipo no especial
(ductal). Respecto al grado histologico, 9 (50%) de los 18 casos fueron grado
1, 3 (17%) fueron grado 2 y 6 fueron grado 3 (33%). 11 (61.11%) de los 18
casos tuvieron presencia de carcinoma ductal in situ, y 8 (44.44%) tuvieron
presencia de invasion linfovascular. En la evaluacion de sobreexpresion de
HER2 /neu por método de IHQ, 18 (100%) de los 18 casos mostro afinidad
tintorial moderada. El promedio de porcentaje de células con reactividad
tintorial fue de 21.1 %. Respecto a la evaluacion de expresion de receptores
de estrogenos y progesterona por método de IHQ, 12 (66.66%) de los 18
casos fueron positivos a receptores de estrogenos, y 11 (61.11%) de los 18

casos fueron positivos a receptores de progesterona. En la evaluacion de
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expresion de proteina Ki-67 por método de IHQ, 18 (100%) de los 18 casos

fueron positivos, con un promedio de porcentaje de células del 19%.

La TABLA 2 muestra la comparacion pareada de variables para resultado

POSITIVO o NEGATIVO en sobreexpresion de HER2 /neu por método FISH.

TABLA 2: CARACTERISTICAS DE LOS CASOS 2+ INDETERMINADO PARA HER2/neu POR METODO DE IHQ POR
SOBREEXPRESION DE HER2/neu POR METODO FISH

METODO FISH (N=34)

CARACTERISTICAS DE LOS CASOS 2+ INDETERMINADO PARA HER2/neu POR METODO DE IHQ POR SOBREEXPRESION DE HER2/neu POR

EXPRESION DE PROTEINA Ki-67
POR METODO DE IHQ *

Media 14.69 £ 6.45 %

Media 19.17 £ 12.227 %

SOBREEXPRESION DE HER2/neu SOBREEXPRESION DE HER2/neu Valor p
POSITIVA por FISH (n=16) NEGATIVA por FISH (n=18)
SEXO + Femenino 100% (16/16) Femenino 100% (18/18) 0.188
EDAD * Media 43.81 + 7 anos Media 45.72 + 9 anos 0.5
Biopsia con aguja de corte: 100% (16/16) Biopsia con aguja de corte: 94% (15/16)
TIPO DE BIOPSIA + Biopsia excisional: 6% (1/16)
Estadio 1A 31.25% (5/16) Estadio IA 16.66% (3/18) 0.422
ESTADIO TNM CLiINICO + Estadio IIA 56.25% (9/16) Estadio IIA 55.55% (10/18)
Estadio IIB 12.5% (2/16) Estadio IIB 27.77% (5/18)
TAMANO DEL TUMOR* 2.78+1cm 3.17+ 0.9 cm 0.272
TIPO HISTOLOGICO+ Carcinoma invasor de tipo no especial Carcinoma invasor de tipo no especial 100% 0.188
100% (16/16) (18/18)
Grado 1 25% (4/16) Grado 1 50% (9/18) 0.259
GRADO HISTOLOGICO+ Grado 2 75% (12/16) Grado 2 16.66% (3/18)
Grado 3 0% (0/16) Grado 3 33.33% (6/18)
PRESENCIA DE CARCINOMA DUCTAL 68.75% (11/16) 61.11% (11/18) 0.642
IN SITU +
PRESENCIA DE INVASION 25% (4/16) 44.44%, (8/18) 0.236
LINFOVASCULAR+
AFINIDAD TINTORIAL EN HER2/neu | DEBIL 6.25% (1/16) DEBIL 100% (18/18) <0.001
POR METODO DE IHQ + MODERADA 93.75% (15/16) MODERADA 0% (0/18)
PORCENTAJE DE CELULAS TENIDAS Media 26.56 + 8.89 % Media 20 £ 11.24 % 0.071
EN HER2/neu POR METODO DE IHQ
*
PRESENCIA DE RECEPTORES DE 87.5% (14/16) 66.66% (12/18) 0.271
ESTROGENOS POR METODO DE IHQ
+
PRESENCIA DE RECEPTORES DE 62.5% (10/16) 61.11(11/18) 0.774
PROGESTERONA POR METODO DE
THQ +
EXPRESION DE PROTEINA Ki-67 100% (16/16) 100% (18/18) 0.188
POR METODO DE IHQ +
PORCENTAJE DE CELULAS CON 0.201

Fuente: Base de datos.

*Datos expresados en media y desviacion estandar. Prueba T de Student.

+Datos expresados en porcentaje. Prueba Chi cuadrada.
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La AFINIDAD TINTORIAL de HER2/neu por IHQ fue la tinica variable con
diferencia significativa entre los grupos (p <0.001). No hubo diferencia
significativa las variables de edad (p 0.5), en el tamano del tumor (p 0.272),
en el estadio TNM clinico (p 0.422), grado histologico (p 0.259), presencia de
carcinoma ductal in situ (p 0.216), presencia de invasion linfovascular (p
0.236), porcentaje de células tenidas HER2 /neu por IHQ (p 0.71), presencia
de receptores de estrogenos (p 0.271) y progesterona (p 0.083) por IHQ, ni
en porcentaje de células con expresion de Ki-67 por IHQ (p 0.201).
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DISCUSION

Se realizo estudio retrospectivo, observacional, descriptivo y analitico en
casos de pacientes con diagnostico de cancer de mama con evaluacion
HER2/neu categorizados 2+ indeterminado por método de IHQ en el
departamento de Anatomia Patologica del Hospital General de Morelia “Dr.
Miguel Silva” con el objetivo de conocer la incidencia de sobreexpresion de

HER2 /neu por método FISH.

Se incluyeron 35 casos en un periodo de Enero 2015 a Enero 2019, de los
cuales se elimino 1 caso por no contar con resultado de sobreexpresion de
HER2 /neu por método FISH.

Respecto al objetivo general del estudio, se encontré que en 16 (47%) de los
34 casos se confirmo6 sobreexpresion de HER2/neu positiva y en 18 (53%)
negativa por método FISH; lo que ubica el rendimiento de la evaluacion de
los casos categorizados como 2+ indeterminado por método de THQ en el
departamento de Anatomia Patologica de Hospital General de Morelia “Dr.
Miguel Silva” dentro de los estandares internacionales de tasa de
confirmacion de sobreexpresion de HER2 /neu en 50+15% de los casos por
meétodo FISH segun lo propuesto por Wolff AC et al. en las guias del Colegio

de Patologos Americanos.

Respecto a los objetivos especificos, los 34 casos analizados fueron de sexo
femenino. La edad promedio fue de 44 anos, con una media de 44.82 + 8
anos. El grupo etario mas prevalente fue de 40 a 44 anos. La edad media
en el grupo de pacientes de este estudio es 10 anos menor que el reportado
por el Departamento de Epidemiologia de la Secretaria de Salud de México
en 2018. El estadio TNM clinico mas prevalente fue el IIA con 19 (55%) de
los 34 casos, seguido del estadio IA con 7(21%) casos y por ultimo el estadio
IIB con 8 (24%) casos. Respecto al tamano del tumor, el promedio fue de 3

cm con un rango que oscila entre 1.4cm y 4.7 cm. En 26 (76%) de los 34
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casos el tamano del tumor igual o menor a 2 cm (T1 en la clasificacion TNM)
mientras que 8 (24%) casos tuvieron una medida de entre 2.1 y S cm (T2
en la clasificacion TNM). Dichos resultados concuerdan con la epidemiologia
de la encuesta GLOBOCAN del estadio TNM clinico al momento del
diagnostico de los pacientes con cancer de mama reportados por Bray et al.
En 33 (97%) de los 34 casos analizados se le practico biopsia con aguja de
corte, y solo en 1 (3%) se practico biopsia excisional, en concordancia con
las guias de abordaje diagnostico propuestas por Cardenas Sanchez et al
en el Consenso Mexicano sobre Diagnoéstico y Tratamiento del Cancer
Mamario. 34 (100%) de los casos analizados fueron de tipo histolégico
carcinoma invasor de tipo no especial (ductal) en concordancia con el tipo
histologico mas frecuente reportado por Gomez-Dantes et al. En
consideracion a este hallazgo, Wolff et al en las Guias de Practica Clinica del
Colegio de Patologos Americanos sostiene que no hay un consenso respecto
a la necesidad de evaluar la sobreexpresion de proteina HER2 /neu en otros
tipo histologicos de cancer de mama. El grado histologico mas prevalente
fue el grado histologico 2, con 15 (44%) de los 34 casos, seguido del grado 1
con 13 (38%) casos, y por ultimo el grado 3 con soélo 6 (18%) casos. Hay
concordancia en la mayor prevalencia del grado histologico 2 del grupo
estudiado respecto a la prevalencia general de los carcinomas invasores de
tipo no especial, acorde con lo reportado por Lakhani et al en la Clasificacion
de Tumores de Mama de la Organizacion Mundial de la Salud y por un
estudio de significado pronéstico del grado histologico dirigido por Rakha et
al. La presencia de carcinoma ductal in situ de demostr6 en 22 (65%) de los
34 casos analizados en este estudio. El mayor porcentaje de asociacion entre
carcinoma invasor de tipo no especial (ductal) y carcinoma ductal in situ es
de hasta el 80% segun Parikh, sin embargo no representa un factor de
impacto demostrado en la sobrevida de los pacientes en un analisis de casos
dirigido por Groen et al. El carcinoma ductal in situ toma relevancia en
consideracion un margen quirurgico recomendado mas amplio en los

pacientes que son sometidos a tratamiento quirirgico en tumorectomias,
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cuadrantectomias o mastectectomias, segun las recomendaciones hechas
Cardenas Sanchez et al en el Consenso Mexicano sobre Diagnostico y
Tratamiento del Cancer Mamario. La presencia de invasion linfovascular se
demostro en 12 (35%) de los 34 casos, similar al 30% reportado por Hasebe
et al en una serie de 1044 casos. Aunque la invasion linfovascular se ha
asociado hasta en un 50% con metastasis a ganglios linfaticos, por si sola
constituye un factor prondstico independiente de recurrencia local y a
distancia en pacientes con cancer de mama Lakhani et al en la Clasificacion
de Tumores de Mama de la Organizacion Mundial de la Salud. En un 15%
de los casos sin metastasis ganglionar se identifica invasion linfovascular,
segun la serie de casos comentada por Hasebe et al. Las guias americanas
de decision clinica de la NCCN consideran esquemas de quimioterapia mas
prolongados en presencia de invasion linfovascular, independientemente del
estado ganglionar.

Respecto a la evaluacion de sobreexpresion de HER2 /neu por IHQ, 19 (55%)
de los 34 casos analizados presentaron afinidad de tincién DEBIL mientras
que 15 (35%) casos presentaron afinidad de tincion MODERADA; el
promedio de porcentaje de células neoplasicas con tincion fue de 26.5 %,
con un rango entre los 10% y 50%. Dichos parametros no se encuentran
desglosados en ninguno de los estudios revisados. La clasificacion actual
propuesta por Wolff et al en las Guias de Practica Clinica del Colegio de
Patologos Americanos adoptada por Cardenas Sanchez et al en el Consenso
Mexicano sobre Diagnoéstico y Tratamiento del Cancer Mamario no define de
manera precisa los conceptos de afinidad tintorial DEBIL y MODERADA, y
es susceptible a estudios de analisis de concordancia interobservador seguin
lo reportado en un estudio por Castera Redal et al. Sin embargo, en este
mismo estudio, dicha clasificacion muestra un rendimiento adecuado al
incluir una definicion concisa en la categoria 3+: Mas del 10% de las células
neoplasicas con tincion de membrana completa. En la evaluacion de la
presencia de receptores de estrogenos y progesterona por IHQ, 26 (76.5%)

de los 34 casos analizados en este estudio fueron positivos a receptores de
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estrogenos, y 21 (62%) de los 34 casos fueron positivos a receptores de
progesterona, resultados similares a los observados en la revision de Rakha
EA et al. Como dicta la biologia molecular de dichos receptores en la misma
revision de Rakha EA et al, no hubo ningun caso en el que se expresara
receptor de progesterona sin receptor de estrogenos. Respecto a la
evaluacion de la expresion de proteina Ki-67 por método de IHQ, el total de
los 34 casos fueron positivos, con una tasa promedio de 17%, lo que ubica
al grupo de estudio en una tasa de proliferacion baja de acuerdo al punto
de corte de 20% considerado en el Consenso Mexicano sobre diagnostico y
tratamiento del cancer mamario.

En el analisis pareado de los grupos con sobreexpresion de HER2/neu
positiva o negativa  por método FISH, se encontraron diferencias
significativas en el estadio TNM IA y IIB. 5 (31%) de los 16 casos con
sobreexpresion HER2 /neu positiva por método FISH fueron estadio IA, en
comparacion con 3 (17%) de los 18 casos con sobreexpresion HER2/neu
negativa por método FISH. En 2 (12.5%) de los 16 casos sobreexpresion
HER2 /neu positiva por método FISH el estadio TNM fue IIB, en comparacion
con los 5 (28%) de los 18 casos con sobreexpresion HER2 /neu negativa por
método FISH. También se encontraron diferencias en el grado histolégico.
De los 16 casos con sobreexpresion HER2 /neu positiva por método FISH, el
grado histologico mas prevalente fue el grado 2 con 12 (75%) casos, seguido
por el grado 1 con 4 (25%). No se identifico ningtin grado 3. De los 18 casos
con sobreexpresion HER2/neu negativa por método FISH, el grado
histologico mas prevalente fue el grado 1 con 9 (50%) casos, seguido por el
grado 3 con (34%) y por ultimo el grado 2, con so6lo 3 (16%) casos. Respecto
a la presencia de invasion linfovascular, fue mas prevalente en el grupo con
sobreexpresion HER2 /neu negativa por método FISH, con 8 (44%) de los 18
casos; en comparacion con los 4 (25%) de los 16 casos con sobreexpresion
HER2 /neu positiva por método FISH. En la evaluacion de HER2 /neu por
método de IHQ, la afinidad tintorial DEBIL se identificé en sélo 1 (6%) de los

16 casos con sobreexpresion HER2/neu positiva por método FISH en
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comparacion con los 18(100%) casos con sobreexpresion HER2/neu
negativa por método FISH. La afinidad tintorial MODERADA se identificé en
15 (94%) de los 16 casos con sobreexpresion HER2 /neu positiva por método
FISH, mientras que no se identifico en los casos con sobreexpresion

HER2 /neu negativa por método FISH.

No hubo diferencia significativa entre los grupos con sobreexpresion
HER2/neu positiva y negativa por método FISH en la edad, el tamano del
tumor, la presencia de carcinoma ductal in situ, porcentaje de células en
IHQ para HER2 /neu, expresion de receptores de estrogenos, receptores de

progesterona y de proteina Ki-67.

Como se comento en el inicio de la discusion, la diferencia no significativa
en una sobreexpresion de la proteina HER-2 /neu detectada por hibridacion
in situ por fluorescencia (FISH) en carcinoma de mama con resultado 2+
indeterminado HER-2 /neu por inmunohistoquimica coloca al departamento
de Anatomia Patologica del Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva”
dentro de los estandares nacionales e internacionales de calidad para el uso
juicioso de los recursos en la deteccion de sobreexpresion de proteina

HER2 /neu.

Los resultados en el analisis pareado de grupos con sobreexpresion
HER2/neu positiva y negativa por método FISH abren nuevas lineas de
investigacion para complementar la clasificacion en la deteccion de
sobreexpresion de HER2 /neu por método de IHQ en las que se incluyan
parametros como estadio TNM clinico y grado histologico; y redefinir la

necesidad de excluir un punto de corte en el porcentaje de células tenidas.

En base a estos resultados, se confirma la hipotesis nula y se rechaza la
hipotesis alterna, puesto que existe una sobreexpresion de la proteina HER-

2/neu detectada por hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) en
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carcinoma de mama con resultado 2+ indeterminado HER-2/neu por

inmunohistoquimica
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CONCLUSIONES

Existe una sobreexpresion positiva del 47% de la proteina HER-2/neu
detectada por hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) en carcinoma de
mama con resultado 2+ indeterminado HER-2/neu por
inmunohistoquimica en los casos analizados en el departamento de
Anatomia Patologica del Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva”, lo
que ubica el rendimiento dentro de los estandares de calidad para uso

juicioso de recursos.

El total de casos analizados correspondieron a sexo femenino. La edad
promedio fue de 44.82 = 8 anos. Los grados de la clasificacion TNM se
distribuyeron de la siguiente manera: 1A: 23.5%, IIA: 55.9%, IIB: 20.6%. La
media del tamano de los tumores fue de 3 + 0.9 cm. El 100% de los casos
correspondieron a tipo histolégico carcinoma invasor de tipo no especial
(ductal). Los grados histologicos se distribuyeron de la siguiente manera:
Grado 1 38.2%, Grado 2: 44.1% y Grado 3: 17.6%. La frecuencia de
carcinoma ductal in situ fue de 64.7%. La frecuencia de invasion
linfovascular fue de 35.3%. En este grupo de estudio, no hay diferencia en
la incidencia de estas caracteristicas respecto a las reportadas en los casos

generales de cancer de mama.

En la evaluacion de las caracteristicas inmunohistoquimicas de HER2 /neu,
La afinidad tintorial por inmunohistoquimica HER2 fue débil en 55.9% vy
moderada en 44.1%, con un porcentaje promedio de células tenidas de
26.5%. La presencia de receptores de estrogenos fue positiva en 79.4% y de
progesterona en 58.8%. El1 100% de los casos expresaron proteina Ki-67,
con una porcentaje promedio de células reactivas del 17%. Tampoco hay
diferencia en la incidencia de estas caracteristicas inmunohistoquimicas

respecto a las reportadas en los casos generales de cancer de mama.
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ANEXOS

Formulario de llenado de datos.

EDAD: | SEXO:
NO. EXPEDIENTE:
FECHA DE INTERPRETACION H&E:
ESTADIO TNM CLINICO:
TAMANO DEL TUMOR:
TIPO DE ESPECIMEN: INCISIONAL
EXCISIONAL
MASTECTOMIA
TIPO HISTOLOGICO
GRADO HISTOLOGICO GRADO 1
GRADO 2
GRADO 3
CARCINOMA DUCTAL IN PRESENTE
SITU AUSENTE
INVASION PRESENTE
LINFOVASCULAR AUSENTE

FECHA INTERPRETACION

IHQ:

IHQ HER2/NEU:

AFINIDAD TINTORIAL

PORCENTAJE DE

CELULAS
EXPRESION DE POSITIVO
RECEPTORES DE NEGATIVO
ESTROGENO
EXPRESION DE POSITIVO
RECEPTORES DE NEGATIVO
PROGESTERONA
Ki-67 POSITIVO (%)
NEGATIVO
FECHA INTERPRETACION FISH:
RESULTADO FISH DE POSITIVO
SOBREEXPRESION NEGATIVO

HER2/NEU

COMENTARIOS:
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