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Resumen

Actualmente, la causa especifica del cincer de mama es desconocida, pero han
sido identificados una gran variedad de genes implicados en su desarrollo. Uno
de estos es el HER2, cuya sobreexpresion, y por ende la de sus receptores, estd
presente en cerca del 20 al 30% de los canceres de mama como resultado de la
amplificacién de la region cromosémica 17q12-21, y estd asociado con subtipos
agresivos y con sobrevidas bajas. La expresion de receptores proporciona
informacion fundamental para el diagnostico, prondstico y el tratamiento en
pacientes con cancer de mama. Un diagndstico preciso del estado de HER2
es fundamental debido a su relacion al tratamiento con Trastuzumab y otros
medicamentos que mejoran la sobrevida de estos pacientes. Para el diagnostico
se han disefiado varias técnicas, las cuales determinan el estado de HER2 en
tejidos tumorales, tales como Inmunohistoquimica (IHQ) e Hibridizacién In
situ (ISH). Algunos de los resultados obtenidos por IHQ son catalogados como
no concluyentes, por ello se ha planteado la IHQ como prueba de deteccion
primaria seguida por una prueba ISH confirmatoria.

Palabras clave: Genes, erbB-2; Neoplasias de la Mama, Biologia Molecular;
Hibridizacidn In situ, Fluorescencia

HER-2: A molecular marker used in the diagnosis, forecasting and
treatment of breast cancer.

Abstract

Currently, the specific cause of breast cancer is unknown, but have been
identified a variety of genes involved in its development. One of these is the
HER?2, whose overexpression, and hence their receptors, is present in about 20
to 30% of breast cancers as a result of amplification of the chromosomal region
17q12-21, and is associated with aggressive subtypes and with low survival.
Receptor expression provides critical information for the diagnosis, prognosis
and treatment in patients with breast cancer. Accurate diagnosis of HER2
status is essential because of its relationship to treatment with Trastuzumab
and other drugs that improve survival in these patients For diagnosis have
been designed several techniques, which determine HER2 status in tumor,
such as immunohistochemistry (IHC) and in situ hybridization (ISH). Some
of the results obtained by THC are classified as inconclusive, so the THC has
emerged as a primary screening test followed by an ISH confirmatory test.
Keywords: Genes, erbB-2; Breast Neoplasms; Molecular Biology; In Situ
Hybridization, Fluorescence

Introduccion

En Colombia el cancer de mama es la causa de muerte de aproximadamente 1.700 mujeres por aio, lo que la posiciona como la segunda neoplasia
maligna mads frecuente, con una tasa de incidencia estimada de 30 por cada 100.000 mujeres, similar a la del cdncer de cuello uterino con una de
33 por cada 100.000 mujeres (1). En el eje cafetero se ha descrito una importante prevalencia de 4206 casos de cancer de mama que consultaron
entre los afos 2001 al 2011, de los cuales el 37,9%, residen en Risaralda, lo cual lo hace el cancer mas prevalente en la region, con cifras anuales en
aumento y seguido por el cancer de cuello uterino con 1641 casos (2).

El cancer es un proceso que ocurre en multiples pasos y con alteraciones secuenciales en multiples genes. Los oncogenes son vitales en las células
pues son los encargados de codificar proteinas para controlar la proliferacion celular y la apoptosis, y son sensibles a mutaciones, translocaciones
o amplificaciones que lleven a su sobreactivaciéon. Los productos de su activaciéon pueden ser varios, entre ellos factores de crecimiento, de
transcripcion y receptores de factores de crecimiento (3). HER2 es un oncogén y su sobreexpresion se asocia con nodos positivos, alto grado
histologico, alta tasa de proliferacion y la falta de expresion de los receptores de estrégeno y progesterona, lo cual estd asociado con un fenotipo
mas agresivo con disminucion de la tasa de supervivencia (4, 5). HER2 hace posible establecer pronostico, supervivencia libre de enfermedad
y predecir la respuesta al tratamiento Anti-HER2 (6-9). Existen varios métodos para medir y cuantificar el estado de HER2, entre estos la
Inmunohistoquimica (IHQ) y las técnicas de Hibridizacién In situ con Fluoresencia (FISH) y cromogénica con doble color (DISH).

Una revision de historias clinicas en el eje cafetero encontré que el 49% de los resultados del anélisis de HER2 mediante IHQ fueron inconcluyentes.
El reporte inconcluyente exige la realizacion de pruebas confirmatorias para determinar el estado real de HER2, para precisar un tratamiento
adecuado. Sin embargo, en Colombia solo en el afio 2012 se incluyé dentro del Plan Obligatorio de Salud (POS) la evaluacion de gen HER2
mediante FISH para respaldar el manejo de los pacientes con cancer de mama HER2 positivo, por lo que hasta el 2011 no se contd con las
herramientas adecuadas para hacer un diagnoéstico y tratamientos efectivos (10).

Este articulo pretende hacer énfasis en el cdncer de mama con HER2 sobreexpresado, sus caracteristicas como biomarcador, los mecanismos de
amplificacion del gen, el tratamiento Anti-HER?2, y las técnicas diagndsticas para su deteccion.

HER2 como biomarcador

Cerca del 20-30% de los canceres de mama estan caracterizados por una amplificacién de éste gen y por la sobreexpresion de su producto proteico
(11-15). Una célula que produzca este receptor en niveles normales tiene dos copias del gen y 50.000 copias de la proteina. Sin embargo, en células
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cancerigenas con HER2 amplificado hay mas de dos copias del gen y
aproximadamente 1.000.000 de copias de la proteina (16).

HER2 es un componente fundamental de complejas vias de
sefializacién (Figura 1) que incluyen a los miembros de la familia
de receptores del factor de crecimiento epidérmico humano (HER),
muchos de los cuales también estdn involucrados en la formacion de
procesos oncogénicos (11). Su alteracion en células normales puede
dar lugar a una sobreexpresion, conduciendo a la proliferacion y
crecimiento. La existencia de varios receptores anormales de esta
familia se ha vinculado al crecimiento del tumor, su supervivencia y
metastasis (12, 16-19).

La dimerizacién es un requerimiento esencial de la funcionalidad y de
las vias de senalizacion en las que participa HER2. Esta ocurre entre
dos receptores iguales (homodimerizacién) o dos receptores distintos
(heterodimerizacion). Sin embargo, en canceres HER2 positivos la
sobreexpresion de este receptor estd asociada con la dimerizacién
excesiva que contribuye a supervivencia celular, proliferacion celular
y carcinogénesis (18, 19).

Figura. 1 Vias de transduccién de senales por la familia HER.
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Cada receptor de la familia HER (EGFR o HERI1, HER3, y HER4)
tiene 3 dominios: el dominio extracelular, el transmembrana y
el intracelular. Los cuales son necesarios para la activacion del
receptor y la senalizacion intracelular. Con el fin de activar las vias de
sefializacion interna, los receptores se deben dimerizar utilizando el
sub-dominio de dimerizacién localizado en el dominio extracelular
del receptor (19).

Estos receptores existen naturalmente en una conformacion “cerrada”
en la cual el sub-dominio de dimerizacién esta oculto y, como
resultado, el receptor es incapaz de formar dimeros. La union del
ligando a estos receptores genera un cambio conformacional que
expone al sub-dominio de dimerizacién permitiéndole dimerizarse e
iniciar la cascada de senalizacion interna. HER2 es el tnico receptor
de la familia que existe en una conformacién “abierta” listo para
dimerizarse. Cuando los miembros de la familia HER se dimerizan,
los residuos tirosina del dominio intracelular de HER2, por medio
de fosforilacién activan vias mitogénicas por Ras/Raf/MEK/MAPK
o PI3K/AKT desencadenando diversos procesos celulares para la
supervivencia sostenida de las células tumorales (12, 16-19). Uno
de los muchos efectos consiguiente es la produccion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) que mantiene la angiogénesis

(11).

Mecanismos de amplificacion del gen HER2

Existen por lo menos dos mecanismos genéticos que pueden
generar un aumento en el numero de copias del gen HER2. Uno
es la amplificaciéon que es un proceso que involucra la replicaciéon
preferencial de un segmento de un cromosoma sin que ocurra un
incremento proporcional del genoma entero que lo contiene (13), lo
cual se puede dar por acortamiento de telémeros, ciclos repetidos de
rompimiento fusién puente (ciclos BFB, del inglés Breakage Fusion
Bridge Cycles, ver figura 2) (20, 21) y la incorporacién de secuencias
desde multiples cromosomas (22).

El otro esla aneuploidia, un cambio en el nimero total de cromosomas
que a veces se conoce como inestabilidad cromosémica. Estos
cambios son por lo general el resultado de una segregacién anémala
durante la mitosis. La aneuploidia del cromosoma 17, que usualmente
ocurre como un aumento en el numero de copias cromosdmicas
(polisomia), es encontrada en casi un tercio de los canceres de
mama. Esta provoca un incremento en el nimero de copias del gen
HER2, aunque no significa amplificacién ya que los tumores con
polisomia del cromosoma 17 sin amplificacién del gen HER2 son
patologicamente indiferenciables de los tumores HER2 negativos.
Los tumores con copias extras del gen HER2 como resultado de la
polisomia son diferentes de los tumores con copias extras resultantes
de la amplificacion del gen (22-24).

Figura 2. Ciclo BFB. La fuerza del movimiento de los dos centromeros
a los polos opuestos del huso durante la division celular rompe el
cromosoma dicéntrico en una ubicacion variable. La replicacion de
un cromosoma roto genera una estructura de fusiéon de cromatides
hermanas por su extremo roto. El cromosoma resultante (con dos
centrémeros) sufre otra ruptura cuando los centrémeros segregan
hacialos dos ntcleos hijos. La fusién de estos extremos rotos de ADN
lleva al inicio de otra ronda de rupturas y fusiones que resultan en
deleciones o amplificaciones genéticas (14, 20) que resultan en una
acumulacién de segmentos genémicos dentro del cromosoma.
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Tratamiento del cancer de mama HER2 positivo

La importancia clinica de determinar el estado de HER2 radica en que
aquellos tumores que exhiben su amplificacién presentan una mayor
resistencia a los tratamientos convencionales de quimioterapia y
terapia hormonal, con una menor tasa de supervivencia. No obstante,
responden mejor al tratamiento combinado de quimioterapia con
trastuzumab (11, 25), lo cual aumenta la tasa media de supervivencia
(1, 26) . De igual manera se ha desarrollado nuevos medicamentos
para este tipo de pacientes (figura 3). Los ensayos clinicos de estas
terapias se pueden revisar en otros lugares (27).

Trastuzumab (Herceptin®) es un anticuerpo monoclonal humanizado
que ha mejorado la sobrevida global y libre de enfermedad de
pacientes con cancer de mama HER2 positivo (11, 25). Se dirige al
dominio extracelular del receptor HER2 y previene la activacion de
su dominio tirosina cinasa por medio de varios mecanismos. Entre
éstos estan el bloqueo directo de la dimerizacion de HER2, el clivaje
de su dominio extracelular, el aumento de la destruccion del receptor
mediado por endocitosis y la activacion del sistema inmune. Se ha
sugerido que su porcién Fc conservada permite el reclutamiento de
células inmunes efectoras responsables de la citotoxicidad dependiente
de anticuerpos, y se cree también que puede inhibir la angiogénesis
(11, 28). Sin embargo, al ser una molécula grande, su paso a través
de la barrera hemato-encefalica puede no ser eficiente y por esta
razon el sistema nervioso central parece ser una zona propicia para
la metastasis(11). Se ha reportado efectos cardiotéxicos debido al uso
de este medicamento (29-31).

La FDA aprobd recientemente el Pertuzumab (Perjeta®) (32), un
anticuerpo monoclonal humanizado que, en comparaciéon con

trastuzumab, se une a un epitopo diferente del dominio extracelular
de HER2 e impide su dimerizaciéon principalmente con HER3,
relacionado a mal prondstico en pacientes con cancer de mama
(33). El Pertuzumab ha demostrado gran utilidad como tratamiento
de primera linea para cdncer de mama metastdsico combinado con
trastuzumab y docetaxel sin incremento en los efectos cardiotoxicos
(34).

Lapatinib (Tykerb®), una molécula pequena que acttia como inhibidor
de la actividad tirosina cinasa de los receptores de HER2 y del HER1
(35), surgié como una terapia alternativa para pacientes con cancer
de mama metastasico HER2 positivo en donde hubo progresion del
cancer luego de tratamientos basados en trastuzumab (debido al
desarrollo eventual de resistencia a este medicamento); para estos
casos, el Lapatinib usado en terapia combinada ha logrado buenos
resultados (36, 37).

Trastuzumab Emtansine (Kadcyla®); también llamado T-DMI1 por
sus siglas en inglés Trastuzumab - derivative of maytansine) (38), un
conjugado firmaco-anticuerpo para casos de resistencia a terapias
basadas en trastuzumab en cdncer de mama metastdsico, ha dado
muy buenas expectativas (39). Su mecanismo de accién se basa en el
uso de trastuzumab unido a la actividad citotoxica del inhibidor de
microtibulos DMI, lo que resulta en la detencion del ciclo celular y
la muerte por apoptosis (40). Estos tratamientos van dirigidos a las
células cancerosas con HER2 sobreexpresado, por lo que tienen un
buen indice terapéutico con poca exposicion al tejido normal, dando
pocas reacciones adversas, generalmente trombocitopenia y elevacion
de transaminasas (39, 41). Se estan realizando 14 ensayos clinicos
actualmente con estos medicamentos para evaluar sus beneficios en
combinaciones (39). Otras terapias como el Afatinib, Neratinib, MM-
11, vacunacién, entre otras estan en estudio (27, 42).

Figura 3. Unidn a epitopos de los tratamientos para cancer de mama
HER?2 positivos. A) Trastuzumab. B) Pertuzumab. C) Trastuzumab
emtansine (T-DM1). D) Lapatinib. Se representan los sub-dominios
de los receptores de la familia HER. Trastuzumab se une el sub-
dominio IV de HER2. Pertuzumab se une al sub- dominio II, la
activacion del receptor HER3 por unién de su ligando puede activar el
dominio kinasa de HER2 por efecto alostérico. T-DM1 se une al sub-
dominio IV al igual que trastuzumab; las estrellas indican el agente
citotoxico unido a trastuzumab DM1. Lapatinib se une al dominio
tirosina cinasa e impide la activacion de las vias de sefalizacién de
HER2 (11, 26, 27, 34, 37, 40, 41).
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Técnicas para la determinacion del estado de HER2

Existen diversas técnicas enfocadas en la medicion de las copias del
gen, el ARN mensajero o la expresion proteica, pero solo tres han
sido aprobadas por la FDA para diagndstico In vitro: analisis de THQ,
hibridizacion In situ (43) y ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (44, 45). Estas han mostrado buena correlacion en estudios
comparativos, pero existen discrepancias y cada una presenta
sus propias ventajas y desventajas. Hasta el momento, no hay una
verdadera técnica que pueda ser catalogada como el estandar de oro,
aunque la prueba FISH para HER2 es actualmente el procedimiento
ISH mas utilizado (46) dado que es la menos dependiente de la técnica

de THQ que las otras técnicas ISH (47).

En la actualidad THQ y FISH son las técnicas recomendadas para la
evaluacion del estado de HER2 en muestras clinicas (18, 48-50). La
técnica THQ es rapida, sencilla y econdmica. Consiste en someter las
placas a incubacion con anticuerpos dirigidos a HER2 y marcados
con cromogenos, que pueden ser visualizados por la tincion de las
membranas celulares del tejido tratado (26). Los casos en los que hay
una fuerte tincién de la membrana con una calificacién THQ de 3+
muestran buena concordancia con la amplificacién del gen HER2 por
FISH y son estos pacientes los que mas se benefician de la terapia con
trastuzumab. Los casos que resultan en una calificacion IHQ de 0 a
1+ se correlacionan con la ausencia de amplificacién del gen HER2
(evaluado por FISH) y se les considera HER2 negativos (HER2-) (25,
51). Sin embargo, la puntuacién IHQ 2+ que es la més frecuente se
asocia a resultados inconcluyentes respecto al estado de HER2 (48,
52-61), lo que restringe la confiabilidad de esta técnica por si sola y ha
dado lugar a diferentes recomendaciones(62).

FISH es una técnica de alta precision con excelente sensibilidad
y especificidad para la deteccién de la amplificacion del gen HER2
cuando el andlisis por THQ ha resultado inconcluyente (55). Ademas,
la determinacién de la amplificacion del gen HER2 mediante FISH
se considera el mejor indicador para iniciar el tratamiento con
trastuzumab en pacientes con carcinoma de mama invasivo (50,
63-66). La eliminacién de los falsos positivos en los resultados para
HER?2 es igualmente relevante, debido al riesgo de disfuncion cardiaca
asociada al trastuzumab (11, 13, 29, 31, 67) y al alto costo de este
medicamento (13, 26, 51, 65, 68).

Principio de deteccion de la técnica FISH

La técnica FISH de dos colores que utiliza dos sondas, una especifica
de gen y otra dirigida a la regién centromérica de un cromosoma
(figura 4), es ampliamente utilizada para el estudio In situ de nimero
de copias de un gen. El resultado final es una relacion entre el nimero
de sefiales del gen y el numero de sefiales centroméricas. Dicha
relacion es de gran importancia para distinguir entre polisomia y
amplificaciéon de gen (62). Para el diagnéstico In vitro de HER2 en
cancer de mama se define como célula normal a la que contiene 2
copias del gen HER2 o hasta 4 copias cuando la célula se encuentra
en division. La célula que sufre amplificacion del gen posee més de 4
copias o tiene una tasa de la relacion HER2/cromosoma 17 mayor a 2
(69). Los resultados se visualizan con un microscopio de fluorescencia
como sefiales fluorescentes de color naranja y verde.

Principio de deteccion de la técnica DISH

DISH se basa en el uso de anticuerpos reporteros etiquetados con
peroxidasa o fosfatasa alcalina que son detectados mediante una
reaccion enzimatica (43, 70). El sistema emplea dos tipos de sondas de
ADN, una para la deteccion del gen HER2 y otra para el cromosoma
17 (Chr17). Su especificidad estd parcialmente garantizada por el uso
de segmentos de ADN idénticos a los usados en FISH (71). Las sondas
hibridizadas se visualizan con ayuda del microscopio 6ptico como
puntos discretos negros y rojos en los nicleos de las células del tumor
que representan el gen HER2 y el cromosoma 17, respectivamente.

El reporte de resultados se presenta de la siguiente forma:

HER2/Chr17<2,0y,
HER2/Chr17>2,0

Figura 4. A) FISH con dos sondas. La primera esta dirigida al locus
del gen HER2. La segunda sonda es especifica para el satélite alpha
de la regién centromérica del cromosoma 17 (17pl11.1-q11.1 (72).
B) DISH con dos sondas y dos anticuerpos. La sonda dirigida a
HER?2 estd etiquetada con el hapteno dinitrofenilo (DNP) y la sonda
especifica para las secuencias del satélite alpha del cromosoma 17
esta etiquetada con el hapteno digoxigenina (DIG). A la primera se le
une el anti-DNP y a éste se une anticuerpo no especifico anti-conejo
marcado con peroxidaxa del rdbano (HRP, del inglés horseradish
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peroxidase) que da una coloracion negra . A la segunda se le une el
anti-DIG y a éste se une el anticuerpo anti-ratén conjugado con la
enzima fosfatasa alcalina (AP, del inglés alkaline phosphatase) que da
una coloracion roja.

A Sondadirigida a region centromérica
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B go_) Sefiales de color rojo ISH
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-
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Comparacion entre las técnicas de medicion de HER2

En el cuadro 1 se presentan los parametros de desempeiio reportados
las distintas técnicas de deteccion. La IHQ se realiza de forma rdpida
en menos de 1 dia, mientras que FISH tarda ~ 3 dias, sin embargo se
ha optimizado esta ultima para duraciones mucho menores. Ademds,
la THQ genera resultados inconcluyentes en aproximadamente el 15-
20% de los casos, mientras que FISH en ~ 5%. (73, 74).

Cuadro 1. Ventajas y desventajas de los diferentes métodos de
deteccion de HER2
Ventajas

Prueba Desventajas

Usa microscopio 6ptico, Moderada sensibilidad

rapida, bajo costo, y especificidad, posibles

IHQ sencilla, requiere poca resultados inconcluyentes
cantidad de tejido (54)  (2+), mayor  variabilidad
interobservador (subjetivo) (5,

55, 62)
Alta  sensibilidad  y Costosa, requiere personal
especificidad (62, 72) experto, dificil de estandarizar,
FISH lectura de resultados subjetiva
,srequiere  microscopio  de

fluorescencia (5, 44, 74, 75)

Alta  sensibilidad  y Requiere personal experto,

especificidad, costo lectura de resultados subjetiva,
DISH moderado, se puede usar tiende a subestimar resultados

microscopio 6ptico, los (potenciales falsos negativos)

especimenes se pueden (73, 74)

archivar y recuperar de

forma indefinida (71, 73,

74)

Conclusiones

Un diagnoéstico preciso y confiable de HER2 es crucial a la hora de
dirigir el tratamiento y establecer el prondstico clinico correcto.
Los resultados indeterminados (2+) del estado de HER2 obtenidos
por inmunohistoquimica deben ser esclarecidos por técnicas de
hibridizacion In situ para asi evitar sobrecostos e inefectividad del
tratamiento con trastuzumab y otros medicamentos en pacientes con
resultados falsos positivos.

Hasta la fecha, las técnicas de inmuhistoquimica e hibridizacion In situ
con fluorescencia (FISH) son las mas utilizadas para el diagnéstico In
vitro de HER2. Las técnicas de hibridizacion In situ se han destacado
por su alta especificidad y sensibilidad para determinar el estado de

HER?2, siendo sugeridas por el Colegio Americano de Patélogos como
pruebas confirmatorias para la evaluacion de casos no concluyentes
por IHQ.
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