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DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL CANCER
DE MAMA POR EL ONCOGEN HER-2/NEU
MEDIANTE LA TECNICA DE FISH PARA EL
DEPARTAMENTO DEL CAUCA, COLOMBIA

Osorio Martha C.; Mufioz Sulma?; Bravo Miriam;
Dorado Javier M.*; Romero Hernando’

RESUMEN

Introduccién. Se evalud la presencia del gen Her-2/meu en una muestra de 28 pacientes con diagnéstico de cancer de mama
a quienes se les realizo biopsias o mastectomias desde enero de 2000 a febrero de 2002. Objetivos. Determinar la amplifica-
cion del Oncogén HER-2/neu con la técnica de FISH y comparar los resultados obtenidos con lo reportado en el dambito
‘internacional. Materiales y métodos. Se utilizaron laminas embebidas en parafina, a las cuales se aplico la técnica de
Hibridizacién In Situ por Fluorescencia (FISH) para visualizar copias del oncogén Her-2/neu. Resultados. Se observaron
hasta 60 nucleos por muestra. Se analizaron 28 muestras (100%), de las cuales el 36% (10 muestras) evidenciaron ser
positivas para la amplificacién del oncogén. Discusién Las pacientes positivas para la amplificacién del oncogén HER-2/
neu, presentaban en su mayoria carcinomas de tipo ductal con ganglios positivos y con estadios clinicos desde IT hasta I1IB.
Los reportes cientificos respecto a la presencia de este gen en mujeres con cancer de mama corroboran los resultados de este
trabajo. Finalmente, se reitera la necesidad de continuar este tipo de estudios que conduzcan a entender las bases moleculares
de esta grave patologia en Colombia.
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INTRODUCCION

En los paises desarrollados el cancer de mama constituye el
tumor femenino mas frecuente y representa la segunda cau-
sa de mortalidad en la mujer. De acuerdo con la Sociedad
Americana de Céncer, desde 1980 se ha observado un incre-
mento del 2% anual, con lo que en Estados Unidos' de cada
8 mujeres desarrolla cancer de mama durante su vida 1 y en
Europa representa el primer cancer femenino, el 24% de los
nuevos tumores y el 18% de los fallecimientos por estos
procesos, estimandose en unos 135.000 el numero de nue-
VoS casos por aiio, 1o que conlleva a unas 58.000 muertes”.
Se ha encontrado como causa de estos canceres, mutacio-
nes que alteran la expresion de varios genes que descontrolan
la division de las células que conforman el epitelio de la mama,
provocando los multiples tipos de cancer mamario.”

Por otro lado, las células tumorales generalmente muestran
menores requerimientos de los factores de crecimiento
exdgeno que las células normales. Esta menor dependencia
se debe en parte a la capacidad de la célula tumoral de
sintetizar factores de crecimiento que puedan regular su
propia proliferacion a través de mecanismos autdcrinos/
intrdcrinos que llevan a la activacion especifica de sus re-
ceptores de membrana. En muchos tipos de tumores se han
descrito alteraciones en el nimero de receptores y/o recep-
tores mutados, capaces de generar sefiales mitogénicas nmuy
eficientemente.*

Los datos experimentales indican que el receptor HER-2/
neu es el inico miembro de la familia de receptores HER
capaz de transformar fibroblastos aun en ausencia del li-
gando o de una mutacién activante.’ La sobreexpresion de
HER-2/neu es un evento genético comun que parece con-
ferir ventajas selectivas a las células tumorales de muchos
tipos de carcinomas, ya que favorece la formacion de
heterodimeros mas mitogénicos, en especial la combina-
cion HER-2/HER-3 * Las propiedades oncogénicas de HER-2/
neu podrian estar mediadas en parte por la estimulacién de
la angiogénesis tumoral, a través de la induccién de la sin-
tesis de factores de crecimiento con potente actividad pro-
angiogénica, como el VEGF.

Las alteraciones genéticas en factores de crecimiento y sus
receptores, asi como en componentes de las vias de
trasduccién de sefiales producen acumulaciones de erro-
res que llevan a la carcinogénesis. Es asi como la familia de
receptores HER (Human EGF Receptor), o ErbB y sus
ligandos emergen como uno de los principales blancos de
alteraciones asociadas a cénceres no hematopoyéticos,
quizas porque constituyen la principal magquinaria
proliferativa para células epiteliales y neuronales.®

El oncogén Her-2/neu (también conocido como c-erbB-2)
es el segundo miembro de la familia del receptor del factor
de crecimiento epidermal. Se encuentra localizado en el
cromosoma 17 y estd sobrexpresado en muchos tipos de
canceres humanos, incluidos mama, ovario, pulmon, esto-
mago y canceres orales.” En los mamiferos, en condiciones
normales, el receptor HER-2 juega un papel importante en el
desarrollo del tejido cardiaco y neuronal. Este oncogén
puede ser activado por una mutacion de punto, amplifica-
cidn génica y/o sobreexpresion. '

Her-2 es un protooncogén que codifica para un receptor
transmembranal tirosina quinasa de 185 KDa que exhibe
gran homologia con el receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). La glicoproteina P185 de Her-2 consis-
te en un dominio extracelular (ECD, P105), un simple seg-
mento transmembranal y un dominio citoplasmatico tirosina
quinasa."

Se observa que HER-2 tirosina quinasa presenta actividad
basal en una aparente ausencia de un ligando y esta activi-
dad es significativamente realzada por heterodimerizacion
inducida por ligandos del receptor. Se evidencia que la acu-
mulacién de dimerizacion del receptor es esencial para la
activacién del receptor.?

Se sabe mas de un mecanismo responsable del aumento de
expresion del receptor HER-2/neu en células tumorales. En
algunos casos se observa un aumento en el nimero de
copias del gen (c-erbB-2), fenémeno conocido como ampli-
ficacién génica. Esta amplificacion resulta en un aumento
de numero de transcriptos génicos y una subsecuente ex-
presion aumentada de la proteina receptora HER-2/neu. Sin
embargo, en algunos tumores (10-12 % en las lesiones de
mama) se detecta un aumento en la expresion del receptor
sin amplificacién génica. Esto involucra alteraciones en los
procesos de regulacién transcripcional y/o post-
transcripcional. Los datos indican que no es importante el
mecanismo que lleva a la sobreexpresion de HER-2/neu,
solo importa la presencia de un numero elevado de recepto-
res, lo que hace la lesién mas agresiva."

En el caso particular del cancer de mama se ha observado
que en 25% a 30% de los tumores primarios, las células
tumorales muestran una expresién aumentada de HER-2/
neu en su superficie.”* Este aumento en la expresion del
receptor es un marcador de prondstico, asociado a una
mayor agresividad tumoral, menor sobrevida libre de enfer-
medad y una menor sobrevida total.”” Las alteraciones en
HER-2/neu, han sido encontradas tanto en tumores de mama
con ganglios positivos como con ganglios negativos, aun-
que la asociacion en estos ultimos ha presentado contro-
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versia.'® Entre el 40-60% de las lesiones ductales de tipo
benigno expresan altos niveles de HER-2/neu. Se ha espe-
culado que estos canceres in situ presentan lesiones que
progresan con mayor probabilidad a cénceres invasivos,
pero hasta el momento no hay una evidencia clara que apo-
ye esta hipotesis.!’

Aunque existen discrepancias, en diferentes estudios se
ha observado que la sobrexpresion del oncogén Her-2/neu
induce a quimioresistencia en ciertas condiciones experi-
mientales.'® Muchos estudios han demostrado que la repre-
sién de los genes supresores de tumores contribuye a la
sobrexpresion del gen Her-2/neu y a la formacién del
fenotipo maligno en las células cancerigenas.'®

Actualmente se cousidera que HER-2/neu no solo puede
utilizarse como marcador prondstico sino también como
factor predictive de respuesta a quimioterapicos,
antiestrogenos y terapia con anticuerpos especificos que
bloqueen la funcionalidad del receptor.?’ Sin embargo, se
necesitan estudios con alto nimero de pacientes para co-
rroborar estas observaciones.”!

El gen HER-2/neu puede ser detectado utilizando pruebas
moleculares o inmunoldgicas, estas varian en su compleji-
dad, sensibilidad y especificidad.?? Hasta principios de la
década del 90 la amplificacion de HER-2/neu fue evaluada
primeramente por Sourthen blotting, la cual fue reemplaza-
da por un método mas rapido v sensible, la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). La Hibridizacién In Situ por
Fluorescencia (FISH) es una técnica maés reciente que faci-
lita 1a visualizacién de la arplificacién del HER-2/neu direc-
tamente en la célula. Otro método muy utilizado para
visualizar la amplificacién de HER-2/neu al nivel de la pro-
teina es la inmunohistoquimica (IHC).” Tanto FISH como
IHC pueden ser aplicados a muestras de cancer de mama
embebidas en parafina, lo que conlleva a una gran ventaja
pues se puede observar el rango de amplificacién directa-
mente en cada célula y asi observar la heterogeneidad del
tumor.* Nuevos tratamientos candidatos, como el Herceptin
requieren de métodos eficientes para detectar pacientes con
cancer de mama y arplificacién de HER-2/neu, para lo cual
FISH representa una técnica altamente sensible.?

En el presente trabajo se analizé, por la téenica de FISH, el
estado de amplificacion del gen HER-2/neu en rmuestras
parafinadas de 28 pacientes con cancer de mama en dife-
rentes estadios clinicos, obtenidas desde enero del afic
2000 hasta febrero de 2002, las cuales acudieron a diferen-
tes centros asistenciales de la ciudad de Popayan.

MATERIALES Y METODOS
Diseiio del estudio y seleccion de miuestras

Este es un estudio descriptivo de serie de casos en un
periodo de tiempo comprendido entre enero de 2000 a fe-
brero de 2002. Teniendo como base reportes estadisticos
de la Direccion Departamental de Salud del Cauca, los cua-
les reportan 33 casos anuales para el Departamento, se de-
cide tomar una muestra de 28 pacientes al azar. Para la selec-
cién de los bloques se realizé un analisis detallado en el
archivo de placas del Departamento de Patologia del Hos-
pital Universitario San José y/o la Compania de Patdlogos
del Cauca, en la ciudad de Popayan, Colombia, seleccio-
nando de cada paciente el bloque maés representativo del
tumor, los cuales fueron procesados y analizados, desco-
nociendo el tipo histologico y estadio clinico de Ias mues-
tras de las pacientes para evitar sesgos de interpretacion y
analisis

Pacientes y Muestras

Las muestras fueron obtenidas de biopsias de mama que
fueron realizadas por el Departamento de Patologia de la
Universidad del Cauca y/o la Compaiifa de Patélogos del
Cauca, en la ciudad de Popayén, Colombia, entre enero del
2000 y febrero del 2002. Los datos clinicos fueron obteni-
dos de las historias del Hospital Universitario San José
(HUSJ) y del informe de patologia de la Cormpafiia de
Patélogos del Cauca. Todos los especimenes fueron fija-
dos en buffer neutral de formalina al 10% y embebidas en
parafina.

Posteriormente, las muestras de cada paciente fueron revi-
sadas al microscopio por un patdlogo, quien selecciond de
cada caso un bloque representativo de tejido tumoral para
determinar el estado del gen HER-2/nen,

Las pacientes presentaban los siguientes criterios de incla-
sion: Canceres primarios, unilaterales o bilaterales,
metastaticos o no metastaticos, nddulu linfaticos negati-
vos o positivos, en diferentes estadios clinicos desde 1
hasta [11B.

cancer de rmama,
racafina, de mujeres

fijadas en formalina y embebidza a
i1os de la enferme-

con diferentes tipos histologicos =
dad, diagnosticados en el sericio
en la Compafiia de Patéloygos de2 C
de Popayéan. Colombia.
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Hibridizacién In Situ por Fluorescencia (FISH)

Para la realizacion del presente trabajo, se utilizé el Kit de
Path Vision (LSI HER-2 /neu espectro naranjay CEP17 es-
pectro verde) cuyas sondas marcadas con fluorescencia
estan disefiadas para ser usadas en secciones de tejido de
mama embebidas en parafina.

La sonda HER-2/neu contiene secuencias de DNA especi-
ficas para el locus del gen humano HER-2/neu ¢ hibridiza la
region 17q11-q12 del cromosoma 17. La sonda CEP17 con-
tiene DNA alfa satélite e hibridiza el locus D17Z1. Estas
dos sondas son mezcladas en un buffer de Hibridizacion
para facilitar su uso.”

La sonda CEP17 se utiliza como un control para determminar
el namero de copias del cromosoma 17 a fin de verificar los
efectos de la ancupliodia del cromosoma 17 cuando el nu-
mero de copias del gen HER-2/neu son contadas.*

Los ensayos de FISH fueron realizados segun las reco-
mendaciones del protocolo de fabricacién del Kit con el
debido proceso de estandarizacion propio del laboratorio.

El proceso de desparafinizacién de las muestras de 4 micras
de grosor consistio en un calentamiento a 35°C por 15 minu-
tos y desparafinadas con xylene, seguido de diferentes cam-
bios en etanol al 80%, 70% y 100%. Posteriormente el tejido
de cada placa fue desnaturalizado con formamida calentada
a 73°C por 8 minutos y sometidas a diferentes lavados en
diferentes concentraciones de etanol absoluto. Después se
prepard un buffer conteniendo 10 ml de una mezcla de las
sondas (HER-2/neu espectro naranja y CEP 17 espectro ver-
de), las cuales fueron adicionadas a las placas e hibridizadas
enuna camara himeda a 37°C por 15 a 18 horas.

Finalmente, las laminas fueron sometidas a dos buffer de
lavados post - hibridizacion, contrastadas con DAPTII'y
cubiertas con cubreobjetos. En cada caso, fueron conta-
das un minimo de 60 células donde se evidenciaba la sefial
del gen HER-2/neu y del centrémero del cromosoma 17 con
ayuda de un microscopio de epifluorescencia LEICA el
cual contiene un set de filtros recomendados por Vysis,
que permiten la visualizacion de las sondas magnificadas
con el objetivo de 100X con aceite de inmersion.

El resultado se reporta con un rango de mimero de copias
promedio del gen HER-2/neu y de la region centromérica
del cromosoma 17 (CEP17). Los especimenes con un rango
de sefial menor a 2 fueron designados como no amplifica-
dos y con 2 0 mas fueron designados como amplificados.

RESULTADOS

Muestras de FISH para estatus de HER-2/neu

La tabla No. 1 muestra los resultados de los ensayos realiza-
dos por la técnica de FISH con el kit Path Vysion para iden-
tificar la amplificacion del gen HER-2/neu en nicleos
interfasicos de muestras embebidas en parafina con céncer
de mama. Para el analisis, se tuvieron en cuenta caracteristi-
cas de las pacientes tales como la edad cuyo promedio era
de 46.2 afios (rangos 32-80), la presencia o ausencia de
nédulos o ganglios, el tipo histolégico del tumor de mama y
su estadio clinico.

La figura 1 da un ejemplo de la presencia asi como de la
ausencia de la amplificacién del oncogén HER-2/neu en las
pacientes estudiadas.

Al realizarse una mastectomia se fijan diferentes sectores
del tejido de la mama, resultando un gran numero de blo-
ques por muestra; se seleccionaron los mejores blogues de
cada una de las 28 muestras con el fin de aumentar la proba-
bilidad de hallar al oncogén HER-2/neu amplificado por FISH.
Adicionalmente, se estudiaron muestras desde enero del
afio 2000 hasta febrero del 2002, con el propdsito de asegu-
rar la integridad del tejido y asf evitar posibles alteraciones
en los resultados por deterioro de las muestras.

Cada placa se analizé contando un minimo de 60 células
evidenciando la amplificacién o no del gen HER-2/neu. De
las 28 muestras incluidas en este estudio 10 (36%) resulta-
ron positivas para HER-2/neu'y 18 (64%) evidenciaron sola-
mente el control CEP17, siendo negativas para la amplifica-
cién de HER-2/neu (Ver figura 2). También fue posible ob-
servar células con una sola sefial del cromosoma 17 (CEP17),
lo que mostré la presencia de Jas aneuploidias cromosomicas
que presentan los pacientes con cancer.

Respecto al tipo histolégico de cada uno de las muestras de
mama que evidenciaron amplificacion del gen HER-2/neu,
se observa que 7 de las muestras (70%) corresponden con el
diagnéstico de carcinoma ductal infiltrante; 1 (10%) corres-
ponde a carcinoma lobulillar infiltrante y 2 (20%) a carcino-
ma ductal in situ.

DISCUSION

Al evaluar la presencia o no de la amplificacion del oncogeén
Her-2/neu de las 28 placas embebidas en parafina de pacien-
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Tabla 1: Diagnéstico Molecular del Oncogén HER-2/neu por la Técnica de FISH para el Departamento del Cauca, Colombia.
Caracteristicas clinico patoldgicas y presencia de amplificacién del gen Her-2/neu

Figura 1. Microfotografias de nucleos interfasicos de pacientes con cancer de mama que evidenciaron la presencia o
ausencia del oncogén Her-2/neu, mediante la técnica de Hibridizacion in situ por Fluorescencia (FISH), con el Kit de Path
Vision™ utilizando objetivo de 100X. Algunos casos representativos son: A. Paciente HER-2/neu positiva. La flecha mues-
tra la sefial naranja que manifiesta la amplificacién del oncogén Her-2/neu y la sefial verde indica la regién centromérica del
cromosoma 17. B. Foto de varios micleos interfasicos normales sin amplificacién del oncogén Her-2/neu (flecha)

g Positivo
Negativo

Figura 2: Diagnostico Molecular del Oncogén HER-2/neu por la Técnica de FISH para el Departamento del Cauca, Colombia,
Porcentaje de casos amplificados del gen Her-2/neu por la técnica de FISH.



REv. Fac CIENC. Sarup. Univ. Cauca
VoL 4 No.1 Marzo 2002

13

tes con cancer de marna, se evidencio lo reportado en la
literatura acerca de la diferente frecuencia de amplificacion
observada de dicho oncogén, dependiendo del tipo
histolégico y estadio clinico en que se encuentre la pacien-
te al momento del diagndstico.

La frecuencia del gen Her-2/neu que evidencid amplifica-
cion fue del 36% (10 muestras) lo que coincide con lo repor-
tado en la literatura para la frecuencia de este gen relaciona-
do con céncer de mama, en la poblacién general.”’

Por otro lado, la mayoria de los autores reportan una alta
frecuencia de sobre expresion del oncogén Her-2/neu en
carcinomas de tipo ductal.?” En el presente estudio, el 90%
9 de las muestras amplificadas fue de tipo ductal in situ e
infiltrante, 20% 2 y 70% 7 respectivamente. La literatura
reporta que estos canceres positivos para el oncogén HER-
2/neu presentan lesiones que progresan con mayor proba-
bilidad a canceres de tipo invasivos.”®

Respecto a la presencia de metastasis ganglionar, se obser-
v6 que el 80% 8 de las placas amplificadas para el gen Her-
2/neu era de pacientes con ganglios positivos y el 20%
restante,2 fue con ganglios negativos. La mayoria de las
investigaciones respecto al significado pronostico de Her-
2/neu ha demostrado que la amplificacion de este gen es
indicador adverso en pacientes con ganglios positivos con
la enfermedad; sin embargo, el significado prondstico de
Her-2/neu es menos claro en pacientes con ganglios nega-
tivos.” Una posible causa para la diferencia de opiniones
respecto al valor pronéstico del grado de amplificacion de
este gen en pacientes con ganglios negativos, se deba a la
divergencia de definiciones acerca de la ausencia total de
ganglios implicados.” Se requieren mas estudios a este res-
pecto en pacientes coli carcinomas invasivos y con carci-
noma ductal in situ.”’

Otro factor de analisis se refiere al estadio clinico de las
pacientes que resultaron positivas para la amplificacion del
gen. E1 60% de las mismas presentaba estadio clinico [IB y
el 20% IIIA, por lo cual la mayor frecuencia del oncogén
HER-2/neu se observa en estadios avanzados de la enfer-
medad, lo que se relaciona con lo reportado e la literatura
respecto a que la presencia de este oncogén es indicador
de pronéstico asociado a una mayor agresividad tumoral,
menor sobrevida libre de enfermedad y a una menor
sobrevida total para la paciente.'?

Sin embargo, hubo 18 muestras (64%) que no evidenciaror
amplificacién del gen Her-2/neu debido probablemente a
que se hayan tratado de carcinornas de mama con mutacio-
nes de genes diferentes al Her-2/neu, o debido también a la

gran heterogeneidad que evidencian este tipo de tumores,
lo que dificulta considerablemente su diagnostico.*

Por otro lado, es posible que se hubieran presentado proble-
mas en la aplicacién de la técnica debido a que las placas con
las que se realizé el estudio no fueron sometidas a enzimas
de digestién posteriores al proceso de desparafinizacién de
las mismas; ademas, la técnica de FISH es compleja pues
requiere de condiciones muy estrictas tanto en temperatura
como en pH de las soluciones, asi como lo dificultoso que se
hace el trabajar las muestras en condiciones de escasa luz.

A pesar de las dificultades logisticas, se evidencio un alto
porcentaje de pacienies que resultaron positivos para la
amplificacion del oncogén HER-2/neu, debido a que se rea-
liz6 una preseleccién histolégica minuciosa del material, lo
que condujo a aplicar la sonda a laminas con mayor proba-
bilidad de resultar positivas para la amplificacién por las
caracteristicas especificas del tumor. Esto representa una
estrategia nueva y eficaz que reitera la necesidad del traba-
jo interdisciplinario para el estudio médico a nivel genético
molecular.

Segiin los datos obtenidos de la Direccion Departamental
de Salud del Cauca se presentan alrededor de 33 casos
nuevos de cancer de mama al afio, de los cuales el 63.2%
acuden en estadios ya avanzados de la enfermedad, hecho
que se corrobord con este estudio ya que el 90% de la
muestra recopilada estaba en estadio ITA en adelante

Respecto a la técnica de FISH utilizada para este estudio, se
pudo corroborar lo afirmado por la literatura en el sentido
de la alta seusibilidad y especificidad al momento de hallar
la amplificacién del gen HER-2/neu. Eluso del Kit de Path
Visién permitié detectar el gen al poderse observar al mi-
croscopio las amplificaciones del gen Her-2/neu presentes
en el micleo de las células. El conteo de dichas amplifica-
ciones es objetivo ya que se observa directamente el nime-
ro de copias del gen presentes en cada célula y ademas la
preparacion de cada muestra produce efectos pequefios
que puedan alterar e] DNA presente en cada tejido, a dife-
rencia de la inmunihistogquimica, cuyo tratamiento es mas
agresivo hacia el tejido en cuestion, pudiendo afectar el
resultado. El problema es que la técnica de FISH requiere de
un microscopio de fluorescencia con unos filtros adecua-
dos que permitan la visualizacion de la sonda HER-2/neu,
los cuales no son del acceso de muchos laboratorios.

También fue posible encontrar células evidenciando
aneupliodia del cromosoma 17, al observar solo una de las
sefiales del CEP17 cuyo espectro verde indica la presencia
de dicho cromosoma en cada una de las células.
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Es importante aclarar, que el Kit de Path Vysion de Vysis no
debe ser usado para screening o para diagnostico de can-
cer de mama, y para seguimiento de pacientes debe ser
utilizado adjunto a otros factores pronosticos actualmente
usados para predecir pérdida completa de la enfermedad y
completa sobrevida en estadio clinico II en pacientes con
cancer de mama.*

CONCLUSIONES

La frecuencia del oncogén Her-2/neu encontrada en las
muestras a estudio fue del 36%, lo que coincide con los
datos obtenidos en la literatura respecto a la frecuencia de
este gen para cancer de mama.

El 90% de las muestras amplificadas correspondid a
carcinomas de tipo ductal siendo este el tipo histologico
mas frecuentemente reportado en la literatura evidencian-
do amplificacién del gen HER-2/neu.

El 80% de las muestras amplificadas tuvo metéstasis
ganglionar lo que indica la importancia de 1a amplificacion
de este oncogén como valor pronéstico adverso para las
pacientes que padecen esta enfermedad.

E1 60% de las pacientes presentaba estadio clinico IIB y el
20% IIIA, lo que reitera la aparicion del gen en estadios
avanzados. A su vez este dato evidencia cémo la mayoria
de las pacientes acuden a los diferentes centros de salud
en estadios ya avanzados de la enfermedad.

El analisis de las muestras evidenci6 la alta heterogeneidad
que presentan los tejidos de mama, lo que dificulta un diag-
nostico correcto al dar lugar a posibles falsos negativos.
La técnica de FISH supera a muchas otras metodologias al
momento de detectar la amplificacion de gen Her-2/neu, ya
que permite un conteo directamente en la célula del nimero
de amplificaciones por paciente.
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