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Ampilificacion del oncogén Her-2/neu en el
carcinoma mamario

La determinacion del estado de amplificacion génica
del Her-2/neu es crucial en el cancer de mama porque
permite seleccionar pacientes que se beneficiarian
del tratamiento con trastuzumab. El trastuzumab es
un anticuerpo monoclonal disefiado especificamente
para reconocer y unirse a la proteina HER2. Segun
trabajos clinicos publicados, reduce un 50% el riesgo
de recurrencia del cancer en estadio temprano (utilizado
en adyuvancia durante el lapso de un aﬁo)1 y reduce
un 20% el riesgo relativo de muerte en pacientes con
cancer de mama metastasico (asociado a quimiotera-
pia vs. quimioterapia solamente)z. La amplificacion del
oncogen Her-2/neu determina que cada copia del gen
puede ser transcripta y traducida llevando a una sobre-
produccion de ARNm y de la proteina correspondiente.
La célula normal que expresa HER2 posee amplifica-
cion del gen Her-2/neu y alrededor de 50 000 copias
de la proteina en la membrana celular’. Las células
tumorales pueden tener un incremento en el numero
de receptores a nivel de la membrana citoplasmatica
de hasta 20 veces sobre el valor normal, conduciendo
a la célula a un crecimiento descontrolado. La amplifi-
cacidn/sobreexpresion de oncogén en el tejido tumoral
mamario es positiva en el 25-30% de los casos’. Existen
diferentes maneras de detectar la amplificacion del gen
Her-2/neu o el incremento en la expresion de la proteina
HER2 en el tumor. Si se quiere detectar la amplificacion
génica se puede utilizar Southern Blot, hibridacién in
situ fluorescente (FISH) o PCR; para el aumento del
trancripto Northern Blot, y para el aumento de la pro-
teina HER2 Western Blot o inmunohistoquimica (IHQ).
La técnica elegida por los laboratorios de Anatomia
Patoldgica por ser costo/beneficio sustentable es la
IHQ. Las limitaciones de este método se ven reflejadas
en un grupo de tumores con resultado indefinido 2+
(resultados intermedios entre positivos 3+ y negativos
0/1+). En estos casos se recurre al FISH considerado
método gold standard.

Disefiamos un ensayo en CEMIC con el objetivo de
analizar las dificultades y accesibilidad de la hibridacién
in situ cromogénica (CISH) en relacion al FISH. EL CISH
es una técnica de hibridacidon que permite ver sefiales de
amplificacion del gen conjuntamente con la morfologia
del tejido. Fueron seleccionadas 30 muestras, de un
total de 210, con cancer primario de mama con resultado
equivoco de IHQ (2+) e informe confirmatorio de FISH.
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A esta poblacion se le realiz6 CISH para Her2/neu por
duplicado (sonda SPeT-Light® HER2 Zymed, Hannover,
GE). A partir de los resultados de este estudio trans-
versal, se realiz6 el andlisis estadistico para evaluar la
exactitud diagndstica del test. Dos casos no amplificados
por FISH resultaron amplificados en forma baja con CISH
(11% de falsos positivos) (Tabla 1). La sensibilidad del
CISH con respecto al FISH fue de 100% al no hallarse
resultados falsos negativos. La especificidad fue del
80%. La concordancia entre FISH y CISH fue de 24/26,
es decir que la exactitud global del CISH con respecto al
gold standardfue de 92%, teniendo en cuenta los casos
que resultaron evaluables por CISH y descartando los
no reactivos.

En conclusion, y como ya fue demostrado en otros
estudios, la exactitud global del CISH resulté comparable
al FISH™®.

Nuestra experiencia al iniciarnos en la técnica de
CISH puede ser de utilidad para otros laboratorios
cuando se trata de optar por uno u otro método. El
CISH no requirié equipamiento costoso, solo se utilizé
un microscopio 6ptico que se puede encontrar presen-
te en cualquier laboratorio de Anatomia Patoldgica, y
ademas facilita la lectura de los resultados al poder
apreciar simultaneamente la morfologia del tejido. Por el
contrario, la técnica FISH implica utilizar un microscopio
de fluorescencia no accesible para la mayoria de los
centros en nuestro medio. Observar la morfologia del
tejido con la técnica CISH nos permitié asegurar que las
sefales provenian del componente infiltrante del cancer
y encontrar las células neoplasicas cuando se disponian
aisladamente. Por otro lado, permitiod utilizar células
normales del tejido mamario o linfocitos acompafantes
como controles negativos intrinsecos. Si bien el CISH

TABLA 1.- Resultados de la amplificacion del gen Her-2/
neu en 30 muestras de cancer de mama primario mediante

FISH y CISH.
FISH
Positivo Negativo Totales
Positivo 16 2 18
CISH Negativo 0 8 8
No reactivo 1 3 4
Totales 17 13 30




CARTA AL COMITE DE REDACCION

detecta el numero de copias por nucleo del gen Her-2/
neu al igual que el FISH, los materiales necesarios para
realizar la técnica y la sonda especifica a utilizar fueron
mas econdmicos que los de FISH. Los preparados del
CISH fueron archivados a temperatura ambiente con el
resto de los preparados de hematoxilina-eosina e IHQ. Al
emitir una sefal que perdura en el tiempo, se conté con
dichos preparados para una posterior revision; no siendo
necesario recurrir a un archivo fotografico, utilizado en
el FISH donde la senal decae en el tiempo.

Con respecto a la interpretacion de los resultados,
con CISH fue menos compleja que con la técnica FISH.
Si bien el objetivo éptico 40X seco es el recomendado
por los catalogos de la sonda para leer los resultados
de CISH, en la mayoria de los casos resulté beneficioso
complementarlo con un objetivo 60X seco o 100X de
inmersién para mayor comodidad al contar el numero de
puntos en cada nucleo. Es importante aclarar que siem-
pre se uso el control positivo que venia con el kit, el cual
funciono en todos los casos. Es posible que la dificultad
en la lectura de CISH en algunos casos se haya debido
a sefal débil (a pesar de la sefal fuerte del testigo) con
mucha sefal de fondo. Ha sido publicada una menor
efectividad del procedimiento debido a la utilizaciéon de
alcohol-formol-acido acético como fijador®, pero en todos
nuestros casos se uso formol-buffer neutro. Obtuvimos
cuatro casos no reactivos por CISH y reactivos por
FISH. Estos casos no deberian ser considerados como
falsos negativos ya que los controles internos (células
no neoplasicas) permiten discriminarlos. Las posibles
explicaciones serian las variaciones en el tiempo de
fijacion de las piezas operatorias o la curva de aprendi-
zaje del método.

Para finalizar, nuestra experiencia con CISH demostr6
que puede ser un método al alcance de los laboratorios
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con experiencia en la realizaciéon de técnicas de inmu-
nohistoquimica.
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