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RESUMEN

El protooncogén HER2 se encuentra localizado en el cromosoma
17. Codifica una glicoproteina transmembrana llamada receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2). Esta
amplificado a bajos niveles en muchos tejidos normales y regula
el crecimiento, diferenciacion y muerte celular. La sobreexpresion
de HER2 es el resultado de anormalidades en la amplificacion
del oncogén HERZ2. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
amplificacion del oncogén HERZ2 en pacientes con cancer de mama
a través de la técnica de hibridacién in situ cromogénica (CISH).
La muestra estuvo constituida por 200 biopsias fijadas en formol
al 10%, procesadas por las técnicas habituales hasta la inclusion
en parafina, correspondientes a pacientes diagnosticadas con
carcinoma ductal infiltrante de la mama, procedentes de consulta
privada y del Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio”, con
estudio inmunohistoquimico realizado en el Hospital Metropolitano
del Norte en Valencia. Se encontr6 una asociacion estadisticamente
significativa (p<0,001) de la amplificacion de HERZ2 con los
diferentes niveles cuantitativos del producto de expresion del gen.
Cabe destacar que hubo 16 (11%) de 146 casos considerados
negativos desde el punto de vista inmunohistoquimico para la
expresion de HER2, que resultaron amplificados para el oncogén a
través de la CISH. Asimismo, mas de la mitad (52,4%) de los casos
positivos (3+) no presentaron amplificacion. Este estudio demuestra
la importancia de realizar la determinacion de la amplificaciéon de
HER?Z2 en los casos con resultado de 1+ por inmunohistoquimica, al
evidenciar que el 12,3% de los casos son positivos a la amplificacion
del oncogén.

Palabras clave: Cancer de mama, HER2, hibridaciéon in situ
cromogénica.
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ABSTRACT

Evaluation of HER2 oncogene amplification in breast cancer
patients through technical chromogenic in situ hybridization.

HER?Z2 proto-oncogene is located on chromosome 17. It encodes
a transmembrane glycoprotein called human epidermal growth
factor receptor 2 (HER?2). It is amplified at low levels in many
normal tissues and regulates growth, differentiation and cell death.
HER?2 overexpression is the result of abnormalities in the HER2
oncogene amplification. The aim of this study was to evaluate
the HER2 oncogene amplification in patients with breast cancer
through the chromogenic in situ hybridization (CISH) technique. The
sample consisted of 200 biopsies fixed in 10% formalin, processed
by standard techniques to paraffin embedding, from patients
diagnosed with infiltrating ductal carcinoma of the breast, coming
from private practice and the Institute of Oncology “Dr. Miguel Pérez
Carrefio”, with immunohistochemical study performed at Northern
Metropolitan Hospital in Valencia. It was found a statistically
significant association (p<0.001) of HER2 amplification with
different quantitative levels of the product of the gene expression.
It is noteworthy that there were 16 (11%) of 146 cases considered
negative from the immunohistochemical point of view for the HER2
expression, that proved to be amplified for the oncogene through
the CISH. Likewise, it is emphasized that more than half (52.4%) of
the positive cases (3+) showed no amplification. This study shows
the importance of the determination of HER2 ampilification in cases
result of 1+ by immunohistochemistry, demonstrating a 12.3%
positive for these cases to the oncogene amplification.

Key words: Breast cancer, HER2, chromogenic in situ CISH.
INTRODUCCION

El cancer es el crecimiento tisular patoldgico originado por
una proliferacién continua de células anormales. El cancer
de mama ocurre cuando las células de la glandula mamaria
crecen sin control, debido a que éstas escapan de los
exquisitos controles que regulan la multiplicacion celular,
ocasionando una proliferacion celular sin respuesta a la
regulacion (1).

Muchos de estos tumores son el resultado de mutaciones
que afectan esencialmente a genes de dos tipos:
a) oncosupresores y b) protooncogenes. Los genes
oncosupresores causan cancer como consecuencia de
una mutacion experimentada por la forma normal, llamada
también, gen supresor de tumores o antioncogén. Por
otra parte, el protooncogén codifica una proteina normal,
generalmente relacionada con la proliferacién celular
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o la apoptosis, que actua solo cuando recibe sefales
reguladoras especificas. Por el contrario, la forma mutada
U oncogén expresa una proteina anormal (oncoproteina)
que se mantiene activa independientemente de las sefiales
reguladoras (2,3).

Las alteraciones en cualquiera de estos dos tipos de
genes pueden contribuir al desarrollo o progresion del
fenotipo maligno. Los principales mecanismos mediante los
cuales estos genes participan en la carcinogénesis son la
amplificacion (incremento en el nimero de copias del gen) y
la sobreexpresion de sus productos de expresion (2,4).

El protooncogén HER2 se encuentra localizado en el
cromosoma 17, codifica una glicoproteina transmembrana
con actividad tirosina quinasa intrinseca, llamada receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2),
que promueve la activacion de cascadas de sefalizacion
intracelular, regulando el crecimiento, supervivencia,
adhesion, migracion y la diferenciacion celular. Esta
amplificado a bajos niveles en muchos tejidos normales
(1 a 5 copias por nucleo), incluyendo el tejido mamario sano.
La sobreexpresion de HER2, como resultado de anomalias
en la amplificacién de HERZ2 (mas de 10 copias por nucleo),
ocasiona reproduccion celular sin control (5,6).

La oncoproteina HER2 se encuentra sobreexpresada de
un 20 a 30% en los carcinomas de mama, los cuales se
caracterizan por presentar resistencia a los tratamientos
convencionales de quimioterapia y terapia hormonal (5-7).

Se ha comercializado con autorizacion para uso clinico,
un anticuerpo monoclonal humanizado especifico dirigido
contra el receptor HER2 (anti-HER2 o trastuzumab), el
cual interfiere en las funciones de sefalizacién de la
oncoproteina, inhibiendo la proliferacion celular (7-9).

En tal sentido, actualmente la determinacién de la
amplificacion de HER2 en pacientes con carcinoma ductal
infiltrante de mama permite establecer el prondstico,
predecir la respuesta terapéutica, definir el tratamiento y
evaluar el empleo de trastuzumab (6,10,11).

Ante la necesidad de desarrollar tratamientos mas efectivos y
especificos, se requieren marcadores que permitan predecir
mas acertadamente el beneficio terapéutico. En las ultimas
décadas se han realizado revisiones de trabajos que incluyen
mas de 15.000 pacientes, las cuales han demostrado la
importancia de la determinacién de la sobreexpresion y la
determinacion de HER2 como valor pronéstico y orientacion
terapéutica en mujeres con carcinoma de mama (12).

Este trabajo representa el primer estudio venezolano publicado
de evaluacion de la amplificacion de este oncogén a través de
CISH, por lo tanto y conociendo que su producto de expresion
es susceptible de ser una diana terapéutica, se planted
como proposito de este trabajo, evaluar la amplificacion del
oncogén HER2 en pacientes con cancer de mama a través
de la técnica de hibridacion in situ cromogénica (CISH).

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6é un estudio de campo, descriptivo, transversal y
retrospectivo. Con la aprobacion del Comité de Etica y de
la Comision de Investigacion del Instituto de Oncologia
“Dr. Miguel Pérez Carrefio”, se conformé una muestra no
aleatoria, de tipo intencional, con 200 pacientes, de acuerdo
a los siguientes criterios de inclusion: 1) sexo femenino,
2) diagnodstico anatomopatolégico de carcinoma ductal
infiltrante de la mama, 3) resultado de inmunchistoquimica
(IHQ) para receptor de estrégeno y progesterona (RE
y RP, respectivamente), realizado en el Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Metropolitano del Norte
(HMN) de Valencia, Estado Carabobo, 4) disponibilidad
de las preparaciones histologicas y bloques de parafina
respectivos correspondientes al diagnéstico inicial, en el
archivo del Servicio de Anatomia Patoldgica del HMN y 5)
suficiente tejido tumoral para realizar las matrices de tejido.
Se excluyeron casos con estudio de IHQ realizados en
otros laboratorios para garantizar mayor uniformidad y por
accesibilidad a las preparaciones histolégicas y bloques de
parafina respectivos.

Lainformacion relevante para la investigacion: a) diagnéstico
anatomopatolégico y b) resultados de los niveles de
expresion inmunohistoquimica para RE, RP y HER2, fue
obtenida de los informes de IHQ archivados en el Servicio
de Anatomia Patologica del HMN.

Construccion de la matriz de tejidos: Todas las muestras
tisulares habian sido fijadas previamente en formol al 10% e
incluidas en parafina siguiendo los métodos convencionales.

Las matrices de tejido y la CISH fueron realizadas en el
Centro de Investigaciones Meédicas y Biotecnoldgicas
de la Universidad de Carabobo (CIMBUC), siguiendo el
siguiente procedimiento: a) de los bloques de parafina se
obtuvieron secciones histoldgicas de 4 ym de espesor que
posteriormente se tifieron con hematoxilina-eosina, b) se
revisaron las preparaciones histologicas y se seleccionaron
las zonas con tumor, marcando esas mismas areas en el
bloque de parafina, c) se prepararon los bloques receptores
o bloques unicamente de parafina, de un tamafio aproximado
de 5 por 4 cmy adheridos al cassette, d) se seleccionaron los
bloques donantes y se dividieron en grupos, estableciéndose
el orden de éstos en una plantilla que sirvié después para
la lectura en el microscopio, €) se realizé el troquelado de
los bloques de parafina receptores con la ayuda de una
aguja que permitid extraer un cilindro de parafina, dejando
el espacio donde se introducen los cilindros obtenidos de
los bloques donantes, f) seguidamente con otra aguja de
menor calibre se obtuvo el cilindro con el material de la zona
marcada previamente en el bloque donante y se introdujo
finalmente en el bloque receptor, g) al culminar el proceso
de inclusion de muestras en todos los bloques, se introdujo
el bloque receptor en la estufa a una temperatura de 45°C
durante 5 min, para que la parafina de los cilindros y del
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bloque receptor se amoldaran y la superficie se alisara, h)
las muestras fueron distribuidas en base a los patrones
del HercepTest™, cada bloque contenia tumores con
diferentes niveles de expresion de HER2 (0, 1+, 2+, 3+) y
controles negativos (0+) y positivos (3+), i) se realizaron
cortes histolégicos de 2 pm en un micrétomo y j) cada uno
de los cortes fue recogido en laminas portaobjetos tratadas
previamente con poly-L-lisina. En total se construyeron
7 bloques receptores (6 con 30 casos y 1 con 20 casos).
Finalmente, se procedi6 a la realizacion de la técnica de la
CISH.

Técnica de hibridaciéon in situ cromogénica: Para la
realizacion de la técnica se utilizé el kit SPOT-Light® HER2
CISH de Invitrogen. Después de la desparafinacion, las
muestras fueron sometidas a un paso de pre-tratamiento al
calor seguido por una digestién enzimatica. Seguidamente
fueron deshidratadas y secadas al aire antes de la adicion de
la sonda HER2 marcada con digoxigenina (DIG). Luego de
5 min a 95°C en un hibridizador de SPOT-Light® CISH™, la
sonda se desnaturaliza e hibrida en la regiéon complementaria
del 4cido desoxirribonucleico (ADN) presente en la muestra
durante todalanoche.Acontinuacion, las muestras selavaron
para eliminar la sonda no hibridada y la sefial fue detectada
cromogénicamente por adicion secuencial del anticuerpo
primario (anti-DIG), seguido del anticuerpo secundario
(anti-anticuerpo conjugado con peroxidasa del rabano). El
color se desarroll6 mediante la reaccion enzimatica con el
cromdgeno diaminobencidina en presencia de peroxido de
hidrégeno. Finalmente se llevo a cabo la contratincion de la
muestra con hematoxilina de Mayer.

estudio de

Interpretacion de los resultados del

hibridacién: El estado de amplificacion de HERZ2 se evalud
de acuerdo a los estandares establecidos en la guia para la
interpretacion de resultados incluido en el kit SPOT-Light®

9

HER2 CISH de Invitrogen. Dichos estandares coinciden con
los criterios establecidos en diversas investigaciones para
evaluar el estado de amplificacion del oncogén HER2 en
muestras de carcinoma de mama embebidas en parafina,
asi, se consideraron las siguientes situaciones: a) no
amplificaciéon: 1 a 5 copias por nucleo en mas del 50%
de células tumorales en el area de tejido elegida para la
evaluacion, b) baja amplificacion: 6 a 10 copias por nucleo
en mas del 50% de células tumorales en el area de tejido
elegida para la evaluaciéon y c) amplificacion: mas de 10
copias por nucleo en mas del 50% de células tumorales en
el area de tejido elegida para la evaluaciéon. Cada cilindro
de las matrices de tejidos fue analizado microscopicamente
y los datos recogidos se anotaron en tablas disefiadas
para tal fin. A los casos dudosos se les tomo fotografias
utilizando un microscopio de campo claro con una camara
incorporada y conectada al ordenador. Luego se contd
el numero de copias de HER2 en cada nucleo de célula
tumoral utilizando el programa Bronce, elaborado por el
Ingeniero Victor Barrios de la Universidad de Carabobo. De
igual forma que para el resto de los casos; la interpretacion
de los resultados se baso en los estandares previamente
establecidos. En los casos con diversos patrones de
amplificacién intratumoral de HER2, se considerd el patron
de amplificacion predominante.

Analisis estadistico: Afin derealizar el analisis estadisticoe
interpretacion de los resultados, los datos fueron procesados
a través del programa estadistico SSPS/PC version 19. Se
consideraron significativos valores de P<0,05.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra ejemplos representativos de los
patrones de amplificaciéon de HER2 observados a través de
la técnica de CISH.

Figura 1. Tumores de carcinoma de mama negativos y positivos a la amplificacion de HER2 utilizando la técnica de hibridacién in situ
cromogénica (CISH). a) No amplificacion. Células neoplasicas mostrando un ndmero normal de copias del gen HER2 (1 a 5 copias por
nucleo) (200x). b) Baja amplificaciéon. Presencia de mas de 6 copias del gen HER2 por nucleo de célula tumoral (400x). c) Amplificacion.
Numerosas sefiales (mas de 10 copias) en cada nucleo de célula tumoral (400x).
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La expresion de HER2 y su relacion con la amplificacion
de HER2 se presentan en la Tabla 1. Se encontrdé una
asociacion estadisticamente significativa (P<0,001) de
la amplificacion de HER2 con los diferentes niveles del
producto de expresion del gen. Cabe destacar que hubo 16
(11%) de 146 casos considerados negativos desde el punto
de vista inmunohistoquimico para la expresion de HERZ2,
que resultaron amplificados para el oncogén a traves de la
CISH. Asimismo, se destaca que mas de la mitad (52,4%)
de los casos positivos (3+) no presentaron amplificacion.

Tabla 1. Comparacion entre la expresion de HER2 y la amplificacion
de HERZ2 obtenidas a través de *IHQ y **CISH

CISH [n (%)]

IHQ ampli?igacién Amplificacion Total
0+ 37 (92,5) 3(7,5) 40 (20)
1+ 93 (87,7) 13 (12,3) 106 (53)
2+ 27 (81,8) 6(18,2) 33 (16,5)
3+ 11 (52,4) 10 (47,6) 21 (10,5)
Total 168 (84) 32 (16) 200 (100)
P<0,001.

*IHQ: Inmunohistoquimica; **CISH: Hibridacion in situ cromogénica.

Por su parte, en la Tabla 2, se discriminan los casos no
amplificados, encontrandose que 13 de 106 casos (12,3%)
de los tumores considerados HER2 1+ desde el punto de
vista inmunohistoquimico resultaron con baja amplificacion.

Tabla 2. Comparacion entre la expresion de HER2 y los diferentes
niveles de amplificacion de HER2 obtenidas a través de *IHQ vy
**CISH

CISH [n (%)]

NA — i Total
0+ 30(75) 7(17.5)  3(75)  40(20)
1+ 80(755) 13(12,3) 13(12,3) 106 (53)
2+  23(697) 4(121)  6(182) 33(16,5)
3+ 11(524) 10 (47,6) 21 (10,5)

Total 144 (72)  24(12)  32(16) 200 (100)

P=0,002

*IHQ: Inmunohistoquimica; **CISH: Hibridacién in situ cromogénica;
***NA: No amplificacion; ****BA: Baja amplificacion;
A Amplificacion.

DISCUSION

La CISH es un método implementado recientemente que
cuenta con la habilidad de poder marcar el ADN a partir
de la unién de sondas de hibridacion in situ a secciones
especificas del acido nucleico complementario en la
muestra, que son detectadas con reactivos similares a
los usados en inmunohistoquimica. Los resultados de la
hibridacion pueden visualizarse dentro del contexto de la
morfologia circundante del tejido al utilizar un microscopio
de luz. Por lo tanto, se observa la morfologia del tejido y las
aberraciones del gen simultaneamente (4,13,14).

Este trabajo reporta por primera vez en Venezuela, los
diversos patrones de amplificacion de HERZ2 obtenidos
a través de la técnica de CISH. Los mismos coinciden
ampliamente con los resultados obtenidos en diversas
series (15-17). En la ejecucion de la técnica se incluyeron
casos positivos (3+) y negativos (0+ y 1+) conocidos a la
expresion de HER2 por IHQ. Se observé una relaciéon
estadisticamente significativa (P<0,001) entre los controles
definidos por IHQ y los resultados obtenidos por CISH; con
una concordancia global de 77% entre las dos técnicas. Este
porcentaje es menor al reportado por otros autores, quienes
refieren una concordancia global entre ambas técnicas
de mas del 85% (18-20), datos poco aceptables tomando
en cuenta que el tratamiento dependera de los resultados
inmunohistoquimicos.

No obstante, con los resultados obtenidos en este estudio
no se puede concluir que la IHQ haya fallado en la deteccion
del estado de HERZ2, puesto que es posible que en algunos
casos la causa de la diferencia sea debido a la CISH. Para la
correcta interpretacién de los resultados, debe contemplarse
que se realizé la CISH por primera vez en el CIMBUC, la
disponibilidad de los reactivos era limitada para poder repetir
las reacciones; no se contd con la FISH (hibridacion in situ
fluorescente, técnica estandar de oro para la determinacién
de la amplificacion de HER2) para poder corroborar los
resultados de la CISH, y en definitiva, los mismos factores
que influyen en el resultado de la IHQ (fijacién de la muestra,
almacenamiento de las mismas, recuperacion antigénica,
tipo de anticuerpo, sistema de medicion y variabilidad de
interpretacion entre los observadores), también pudieron
incidir en los resultados de la CISH (4,6,21).

Hay que tener en cuenta ademas, que el cancer de mama es
una enfermedad biolégicamente heterogénea, con alta tasa
de variabilidad genética (22-24), evidenciada en el hecho de
que en un mismo tumor pueden coexistir diferentes patrones
de amplificacion del oncogén HER2, y esta heterogeneidad
se asocia con mayor agresividad del tumor y respuesta
variable a la terapia empleada para combatirlos (25). Sin
embargo, resulta interesante que 13 de 106 casos (12,3%)
HER2 negativo (1+) resultaron amplificados para HERZ2
utilizando la CISH. Este porcentaje de casos amplificados no
coincide con los reportados en diversos estudios, en donde
en la gran mayoria de éstos han encontrado amplificacién
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en menos de 5% de los casos HER2 1+ definidos desde
el punto de vista inmunohistoquimico (26-28). No obstante,
este hallazgo es importante, ya que trabajos como el de
Gilcrease y col. (29) han determinado que el subgrupo de
tumores HER2 1+ segun IHQ se asocia con peor pronéstico,
al igual que los tumores con sobreexpresion de HER2. En
Venezuela, no existen trabajos publicados que comprueben
este hecho en la poblacion femenina con cancer de mama.

Enla muestra estudiada se incluyeron tumores con expresion
inmunohistoquimica indeterminada (2+), puesto que para
éstos la técnica de IHQ es insuficiente para correlacionar
la expresion de la proteina en la membrana citoplasmatica
con la amplificaciéon del gen y requieren de la realizacion
de técnicas de hibridacion vélidas y estandarizadas, como
la CISH (31). En relacién a estos ultimos casos, se obtuvo
por la técnica de CISH que 23 de 33 casos (69,7%) HER2
2+ resultaron no tener amplificacion de HERZ2 (Tabla 2),
este hallazgo coincide con Rossi y col. (31), quiénes
concluyeron en su estudio que la expresién indeterminada
(2+) por IHQ en su mayoria arroja un resultado negativo
para la amplificacion de HER2. Sin embargo, esto puede
tener repercusiones adversas en pacientes con cancer de
mama, debido a que si se llegaran a valorar estos casos
equivocamente como positivos para la sobreexpresion
de HER2, la paciente recibira un tratamiento adyuvante
postoperatorio (trastuzumab) que puede no limitar el
crecimiento del tumor, lo cual ocasionaria una desmejora
del prondstico y la supervivencia de la paciente, aparte del
elevado costo de este tratamiento. En el sentido contrario,
casos interpretados como negativos y que son positivos, les
quitan la posibilidad a estas pacientes de beneficiarse con el
tratamiento especifico (31).

En conclusién, en este estudio se pudo implementar en el
CIMBUC, la técnica de la CISH para la evaluacion de la
amplificacion del oncogén HERZ2 en muestras histoldgicas
de pacientes con cancer de mama. A pesar de que la CISH
es una técnica viable de realizar, requiere de una obligatoria
estandarizacion y el uso de un hibridizador para obtener
resultados fiables. Para su validacién y aplicacién en forma
sistémica, sus resultados deben ser comparados con los
obtenidos a través de la FISH.

Finalmente, este estudio demuestra la importancia de
realizar la evaluacién de la amplificacion de HERZ2 en
los casos con resultado de 1+ por IHQ, al evidenciar un
12,3% de estos casos positivos a la amplificacion del gen.
Asimismo, es fundamental una determinacion exacta y
precisa de la amplificaciéon del oncogén HERZ2, puesto que
las evaluaciones con resultados falsos negativos negaran
a las pacientes el acceso a un tratamiento especifico que
podria prolongar sus vidas, mientras que los resultados
falsos positivos haran que se ofrezca el tratamiento a una
paciente que probablemente no se beneficie de él.
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