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Resumen

El cdncer de mama es una de las primeras causas de muerte de mujeres en el mundo. En Colombia, es la segunda causa de muerte de mujeres
por cancer, después del cancer de cuello uterino. Aunque no se ha establecido una causa especifica para el desarrollo del cancer, se sabe que el
cancer de mama es el resultado de la acumulacién de dafios en el dcido desoxirribonucleico (DNA) de las células del tejido mamario. Se haniden-
tificado numerosos genes cuyas alteraciones afectan el crecimiento normal de la célula, llevandola al desarrollo y progresion del cancer de mama.
Uno de estos genes es el HER2/neu. La proteina codificada por el gen HER2/neu se encuentra sobreexpresada en un 25%-30% de los canceres
de mama; asi, el HER2/neu es el oncogén de mas alta incidencia en esta enfermedad. Actualmente, existen diferentes métodos moleculares para
identificar la amplificacién de este gen o la expresién de su producto. Aunque sélo dos de estos métodos diagndsticos (lainmunohistoquimicay
|a hibridacion fluorescente in situ) se encuentran aprobados por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), la reaccién
en cadena de la polimerasa en tiempo real y la hibridacién cromogénica in situ prometen ser los métodos diagnésticos del futuro. La importancia
clinica de medir la ampilificacién del gen HER2/neu radica en que la sobreexpresion de la proteina HER2/neu indica peor pronostico y, por lo
tanto, cambio de tratamiento, como el empleo del anticuerpo monoclonal humanizado trastuzumab.

Palabras clave: cancer de mama, gen HER2, reaccion en cadena de la polimerasa, inmunohistoquimica, hibridacion fluorescente in situ, trastuzumab.

Abstract

Breast cancer is one of the first causes of death in women on the world. In Colombia it is the second cause of death in women with cancer after the car-
cinoma of cervix uteri. Although the specific cause is not known, it is know that breast cancer s the result of the accumulation of damages in the DNA
of the cells of the mammary tissue. Numerous genes have been identified whose alterations affect the normal growth of the cell, taking it to the devel-
opmentand progression of the breast cancer. One of these genes it is the HER2/neu. The protein codified by HER2/neu gene, is overexpressed in 25%
t030% of the breast cancer, the HER2/neu is the oncogen of higher incidence in the disease. At the present time different molecular methods exist to
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identify the amplification of this gene or the expression of their product. Although only two of these diagnostic methods (the Immunohistochemistry
and the fluorescence in situ hybridization) they are approved by the Administration of Drugs and Foods of the United States of America (FDA),
the polymerase chain reaction in real time and the cromogenic in situ hybridization, not yet approved by the FDA, promise to be the methods

to be used to in the future diagnoses, due to his high sensitivity, specificity, easy handling and low costs. The clinical importance to measure the

amplification of the HER2/neu gene is in which overexpression of the HER2/neu protein indicates worse prognosis, and therefore the change of

treatment, like the use of the monoclonal antibody humanized trastuzumab.

Keywords: Breast cancer, HER2 gen, polymerase chain reaction, immunohistochemistry, fluorescence in situ hybridization, trastuzumab.

Introduccion

El cancer es el crecimiento tisular patoldgico originado
por una proliferacién continua de células anormales,
que produce una enfermedad por su capacidad para
elaborar sustancias con actividad biolégica nociva, por
su capacidad de expansion local o por su potencial de
invasién y destruccién de los tejidos adyacentes o a
distancia. El cancer de mama ocurre cuando las células
mamarias crecen sin control. Es decir, crecen juntas y
forman un tumor maligno. Los carcinomas de mama
exhiben un amplio rango de fenotipos morfolégicos y
tipos histologicos especificos que tienen unas caracte-
risticas clinicas y un pronéstico en particular. Los mas
frecuentes son: el carcinoma lobular y el carcinoma
ductal, los cuales se originan en las unidades lobula-
res/ductales terminales (1).

En Colombia, el cancer de mama es la causa
de muerte de, aproximadamente, 1.700 mujeres
cada afio; ésta es la segunda neoplasia maligna mas
frecuente en mujeres, con una tasa de incidencia
estimada de 30 por cada 100.000 mujeres, similar a
la del cancer de cuello uterino, que es de 33 por cada
100.000 mujeres (2,3). En los altimos diez afios en
Colombia, la mortalidad por cidncer de mama ha ido
en aumento, convirtiéndose en un gran problema
nacional. Desde el 2000 hasta el 2002, las muertes
por cancer de mama en Antioquia aumentaron de
1.541 a 1.716, lo que representa mas de 100 victimas
adicionales por afio (2). En el Hospital Pablo Tobén
Uribe de Medellin, en el afio 2005 se diagnosticaron
700 pacientes con cancer, de los cuales 78 corres-
pondieron a cancer de mama, ubicindose en el
segundo lugar de egresos de pacientes con tumores
malignos, después del cancer de pulmon (4).

Debido a esta situacién, la identificacién del
cancer de mama requiere valorar una estrategia
de deteccién temprana y de factores pronésticos y

de tratamiento, como es el caso de los marcadores
moleculares que permiten disminuir la muerte por
esta enfermedad (5).

El cincer de mama y otras neoplasias humanas
son el resultado de diferentes alteraciones genéticas
que involucran multiples pasos, los cuales incluyen
alteraciones secuenciales en la estructura o actividad
de los genes que controlan los procesos de prolife-
racion y diferenciacion, 1lamados protooncogenes
(activacién), y en los genes encargados de los pro-
cesos de reparacién del 4cido desoxirribonucleico
(DNA, por sus siglas en inglés), diferenciacion ce-
lular y apoptosis, llamados genes supresores de tumores
(inactivacion). Las alteraciones en cualquiera de estos
dos tipos de genes pueden contribuir al desarrollo
o progresion del fenotipo maligno (6).

Las mutaciones en los protooncogenes pueden
resultar en variantes alteradas u oncogenes que
codifican para proteinas que desencadenan sefales
positivas de proliferacién, lo que contribuye al desa-
rrollo del cancer. Los mecanismos de activacién de
los oncogenes y el tiempo del curso de los eventos
varian entre los diferentes tipos de tumores. En
tejidos solidos, cinco o seis eventos mutacionales
independientes pueden contribuir a la formacion del
tumor, a diferencia de las leucemias, donde sélo tres
o cuatro eventos mutacionales son necesarios, presu-
miblemente, involucrando diferentes genes (7).

Los principales mecanismos mediante los
cuales estos genes participan en la carcinogénesis
son la amplificacién y la sobreexpresion de los on-
cogenes y sus productos. La amplificacion puede
implicar pequeiias regiones en los brazos de los
cromosomas e involucrar centenares de genes, o
los cromosomas enteros (8).
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En la identificacion y caracterizacion de las mu-
taciones que ocurren con mayor frecuencia durante
la evolucién primaria del cancer de mama se han
caracterizado numerosos oncogenes, pero s6lo unos
cuantos se relacionan con la progresion de la enferme-
dad (9). Algunos genes usados como marcadores mo-
leculares sirven como factor pronéstico de evolucion
y tratamiento del cancer de mama; dentro de estos
marcadores se encuentra el gen HER2/neu (10).

La importancia clinica de medir la amplificacion
o expresiéon de HER2/neu radica en que aquellas
pacientes que tienen cancer de mamay que ademas
tienen amplificacién de HER2/neu presentan una
mayor resistencia a los tratamientos convencionales
de quimioterapia y terapia hormonal, y, por ende,
una menor tasa de supervivencia. Sin embargo,
responden mejor al tratamiento combinado de qui-
mioterapia con trastuzumab, un anticuerpo mono-
clonal humanizado que se dirige contra el dominio
extracelular del receptor HER2/neu, y aumenta la
tasa de supervivencia de las pacientes (11).

Hoy en dia se emplean diferentes métodos diag-
nosticos para la deteccién y cuantificacién de la ex-
presion del gen HER 2/neu en cancer de mama. Entre
los métodos comunes de deteccion se encuentran: la
inmunohistoquimica (IHQ), por ejemplo, la basada
en el Herceptest (deteccion de la sobreexpresion de la
proteina), y la hibridacion fluorescente in situ (FISH,
por sus siglas en inglés), de PathVysion e INFORM
(deteccion de la amplificacion del gen); ambas me-
todologias han sido aprobadas por la Administracion
de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA,
por sus siglas en inglés) (12).

Existen otras metodologias que atin no han sido
aprobadas por la FDA, como la reaccién en cadena
de polimerasa en tiempo real (PCR real time, por sus
siglas en inglés) y la hibridacion cromogénica in situ
(CISH). Estas dos técnicas, segtn la literatura, han
mostrado tener buena sensibilidad y especificidad,
no requieren equipos costosos y pueden ser facil-
mente realizadas, por lo que podrian ser utilizadas
como métodos diagnoésticos de rutina (13,14,15).

Actualmente en el mundo, varios estudios estan
encaminados a las bases moleculares de la enfer-
medad y al desarrollo de nuevos procedimientos
diagnosticos que ayuden al hallazgo temprano y que
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den claridad sobre el estadio tumoral y pronéstico
del cincer de mama, para poder proporcionar un
manejo terapéutico apropiado que disminuya la
morbimortalidad por esta neoplasia (16).

El objetivo de esta revision es describir el gen
HER2/neu, uno de los genes de mayor importancia
clinica y terapéutica en la actualidad, involucrado en
el desarrollo y evolucién del cancer de mama.

Descripcion del gen HER2/neu

Los avances en la biologia molecular han aportado
nuevos blancos terapéuticos para el diagnostico y
tratamiento del cancer, ejemplo de esto es el gen
HER2/neu en cincer de mama. El crecimiento de
las células de cancer de mama esté regulado por la
estimulacién autocrina o paracrina de receptores
de factores de crecimiento; asi, los receptores de
tirosina quinasa (TK), localizados en la membrana
plasmatica, son los mejor caracterizados (17).

El gen HER2/neu (receptor del factor de cre-
cimiento epidermal humano 2, también conocido
como HER2/neu o c-ErbB-2) se encuentra localizado
en el cromosoma 17, en la posicion 17q21, que co-
difica para una glicoproteina de transmembrana de
185 kDa (P185HER2) con actividad intrinseca tirosina
quinasa, llamada también HER2/neu (18). Es un
miembro de la familia de los receptores del factor de
crecimiento epidermal, EGFR o ErbB. Esta familia
de proteinas consiste en cuatro grupos de receptores
relacionados: ErbB (HER-1), ErbB-2 (HER2/neu)
—que es el mas importante—, ErbB-3 (HER-3) y
ErbB-4 (HER-4), cada uno con afinidad por ligandos
de activacion especificos (19) (Tabla 1).

Tabla 1. Ligandos de la familia de receptores del factor de crecimiento
epidermal (EGFR/HER)*

Tipo de receptor de

factor de crecimiento Ligando

HER1 (ErbB1 o EGFR)
HER2/neu (ErbB-2)
HER3 (ErbB-3)

HER4 (ErbB-4)

EGF, TGF-a, HB-EGF, AR. Epi, VGF
Receptor huérfano
Herregulinas

NRG2, NRG3, herregulinas, B-celulinas

* Abreviaturas: EGF: factor de crecimiento epidermal; TGF-a: factor
de transformacién de crecimiento alfa; HB-EGF: union a heparina
EGF; AR: anfiregulina; Epi: epinefrina; VGF: factor de crecimiento
vascular; NRG2: neurogulina 2; NRG3: neurogulina 3; B-celulinas:
betacelulinas.
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Esta familia de receptores se encuentra localiza-
da en la membrana plasmatica celular y cada uno de
ellos esta compuesto por un dominio extracelular
(rico en cisteina) de unién al ligando o a sustancias
circulantes que se unen al receptor y lo activan, un
segmento lipofilico transmembrana de anclaje y un
dominio intracelular catalitico que constituye el seg-
mento carboxiterminal con actividad TK (excepto
HER-3), susceptible de fosforilarse por degradacion
del ATP y de transmitir una sefial hacia el interior
de la célula a través de cascadas de sefializacion
(19,20) (Figura 1).
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Figura 1. Familia de receptores del factor de crecimiento epidermal.
EGFR/HER

Esta familia de receptores est4 involucrada en
la divisién y proliferacion celular, primordialmente
en la comunicacién célula-célula y célula-estroma,
proceso conocido como transduccion de sefial, en el
cual factores de crecimiento externos, o ligandos,
afectan la transcripcion de varios genes por fosfori-
lacion o desfosforilacion. La activacién del receptor
requiere tres variables: un ligando, un receptor y un
compaifiero dimerizado.

Los receptores de la familia ErbB son activados por
dimerizacion, que puede darse entre dos receptores
idénticos (homodimerizacion) o entre diferentes
miembros de la misma familia (heterodimerizacion).
Los mecanismos que provocan la dimerizacién son:

1. La unién del ligando (factor de crecimiento).
2. La sobreexpresion del receptor.

3. La transactivacién por un receptor homélogo
(heterodimerizacion).

Tras la dimerizacién se produce una activacion
de la funcién tirosina-quinasa de la porcion intrace-
lular del receptor; éste es el suceso clave que inicia
la cascada de sefiales de transduccion intracelulares,
estimuladoras de la actividad mitogénica, como
Ras/Raf/MEK/MAPK o PI3K/Akt. Estas proteinas
con actividad TK regulan la proliferacion, diferen-
ciacion, supervivencia celular y angiogénesis. La
estimulacién constitutiva de estas vias, por medio
de mecanismos autocrinos o de otros mecanismos,
se asocia con varios tipos de cancer humano, donde
se induce la proliferacién celular, la resistencia a ra-
dioterapia y quimioterapia, se provocan fenémenos
antiapoptéticos, de angiogénesis y los fendmenos de
invasion y metastasis (13,20-23) (Figura 2).
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Figura 2. Via de transduccion de las sefales del receptor HER2/neu

1. Unidn del factor de crecimiento epidermal a su receptor, la
proteina HER2/neu.

Activacion de la actividad tirosina-quinasa.

Inicio de la cascada de senales al nucleo.

Activacion de la division celular.

Inicio de los fenédmenos de invasion y metastasis
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El gen HER2/neu esta amplificado a bajos niveles
en muchos tejidos normales, incluyendo el tejido
mamario sano, y se cree que regula el crecimiento,
la diferenciacion y la muerte celular (24).
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La sobreexpresion de la proteina HER2/neu es
el resultado de anormalidades en la amplificacién
del gen HER2/neu (incremento en el nimero de
copias), en el 90% a 95% de los casos. La proteina
HER-2/neu se encuentra sobreexpresada entre un
25% a 30% de los canceres de mama; asi, el oncogén
HER2/neu es el mas frecuentemente amplificado en
el cancer de mama y est4 directamente asociado con
la transformacion de las células epiteliales hacia la
malignidad (25). Se estima que las células epiteliales
normales tienen entre 20.000 y 50.000 receptores
HER2/neu de membrana, mientras que las células
tumorales en cancer de mama que sobreexpresan
el HER2/neu pueden llegar a tener hasta 2 millones
de receptores en su membrana (26).

Los cénceres de mama con sobreexpresiéon de
HER2/neu suelen tener un fenotipo de tumor
agresivo y unas caracteristicas histoldgicas parti-
culares, como son: alto grado nuclear, actividad
mitética aumentada (alta fraccion de la fase S) y
ausencia de receptores hormonales (11). Este es
un cancer con aumento del ntmero de recaidas
y disminucién del tiempo de supervivencia del
paciente, sin importar el tipo de tratamiento que
se suministre. Se considera la sobreexpresion de
HER2/neu como un marcador de mal prondstico
y de potencial utilizacién como diana terapéutica,
valida para el tratamiento de esta enfermedad con
el uso de anticuerpos monoclonales especificos que
se unen al dominio extracelular del receptor, como
el trastuzumab (11).

En mujeres jovenes son mas frecuentes los cance-
res de mama que sobreexpresan el gen HER2/neu, y
tienden a ser tumores de alto grado de malignidad.
ElHER2/neu se sobreexpresa con mayor frecuencia
en carcinoma ductal in situ (DICS, por sus siglas en
inglés) (por encima del 60% de los casos), especial-
mente en los DICS de alto grado (27).

Diferentes estudios sugieren una fuerte asocia-
cién con un alto riesgo de recurrencia en estados
tempranos de cancer de mama, un grado inferior
de resistencia a la terapia hormonal (quiza mas
con tamoxifeno que con los inhibidores de la aro-
matasa, donde se observa un tumor pobremente
diferenciado, usualmente con receptores hormo-
nales negativos) y resistencia a terapias citotoxicas
convencionales. Particularmente, con esquemas que
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indiquen ciclofosfamida, metrotexato y fluoracilo. Y
un aumento en la sensibilidad a la doxorubicinay a
las terapias basadas en taxanos y antraciclinas. Por
estos motivos, es muy importante hacer la medicién
de la amplificacién de este gen o de la expresién de
la proteina como factor predictivo de terapia (hor-
monoterapia y quimioterapia), y de pronoéstico de
supervivencia (28-31).

Métodos de deteccion
del gen HER2/neu

Existe un gran nimero de métodos disponibles para la
deteccion y medicion de la expresion de HER2/neu;
unos se basan en la sobreexpresion de la proteina,
con el uso de inmunohistoquimica, y otros evalian
la amplificacién del gen con diferentes técnicas,
como son: la FISH, 1a CISH y la PCR en tiempo real.
Existe, también, la posibilidad de usar la técnica
Elisa (enzyme linked inmunoabsorvent assay) para
medir el antigeno en el suero.

Los primeros estudios para la deteccién del
HER2/neu fueron realizados a finales de la década
de los ochenta (32). Se demostré concordancia
entre la amplificacion del gen y la sobreexpresién
en el nivel del RNA mensajero y la proteina usando
Southern, Northern y Western Blot, e inmunohis-
toquimica en tejido congelado (24).

Los tres primeros métodos tuvieron una buena
correlacion; sin embargo, estas técnicas son muy
costosas, consumen gran cantidad de tiempo y
requieren altos conocimientos técnicos, ademas, se
corre el riesgo de diluir las células tumorales con
el tejido estromal. La técnica de inmunohistoqui-
mica en tejido congelado demostré ser un método
confiable para la deteccién de sobreexpresion de
la proteina. Tiene la ventaja de requerir pequefias
cantidades de muestra y preservar la arquitectura
del tejido; de esta manera, se puede estar seguro
de que se esta evaluando el tejido tumoral y no el
tejido benigno adyacente. La necesidad de tejido
congelado es una limitante para la evaluacién del
HER2/neu en la practica clinica, debido a que los
tejidos en los laboratorios de patologia, por lo ge-
neral, se reciben inmersos en formol. Fue necesario
desarrollar técnicas confiables para los pacientes de
la practica diaria fuera del contexto de laboratorios
de investigacion.
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Aunque existe buena concordancia (98%) entre
los diferentes métodos de FISH, Pathvysion e In-
form, ésta es generalmente pobre entre FISH e IHQ
(43,44%) (12). Otras pruebas que se pueden usar
para medir la amplificacién del gen o la expresién de
la proteina HER2/neu es la PCR, especialmente en
la plataforma de tiempo real (PCR real time), y la
CISH. Aungque estas pruebas no han sido aprobadas
por la FDA, existen varios reportes donde se de-
muestra su validez. Se sugiere que la PCR en tiempo
real cuantitativa, usada para medir la expresion o
amplificacion de HER 2/neu, puede ser clinicamen-
te muy util por su simplicidad y la habilidad para
obtener resultados rapidos y confiables (12,13,15).

Inmunohistoquimica (IHQ)

LaTHQ es una técnica semicuantitativa usada para
la cuantificacién de la expresién de proteinas; re-
vela diferentes epitopes de la proteina presentes en
la superficie de la célula, y es la técnica mas usada
para detectar y cuantificar la proteina HER2/neu
en primera instancia (23). Esta técnica detecta el
receptor del HER2/neu sobre la membrana celular
por medio de anticuerpos que se unen al receptor
del HER2/neu. Este receptor es el blanco al cual
se une el agente terapéutico trastuzumab, y, por
lo tanto, la sobreexpresion de esta proteina debe
predecir la respuesta a este agente. Son muchas las
variables que afectan el resultado de la inmunohis-
toquimica: fijacién, almacenamiento de los tejidos,
recuperacion antigénica, tipo de anticuerpo, sistema
de medicion y variabilidad de interpretacion entre
los observadores (33).

La fijacion prolongada en formol ocasiona cam-
bios en la configuracién de las proteinas que lleva a
enmascarar los sitios antigénicos y puede ocasionar
falsos negativos. Se recomienda el uso de formol
tamponado al 10% con un periodo de fijacion de
6 a 12 horas (34). Debe tenerse en cuenta que el
almacenamiento prolongado de los tejidos embe-
bidos en parafina puede ocasionar falsos negativos,
asociado a degradacion de los antigenos.

Son varios los anticuerpos antiHER2/neu dispo-
nibles comercialmente, los cuales tienen distintas
sensibilidades y especificidades (35-37). Los mas
comtnmente usados y reportados en la literatura
son: los anticuerpos policlonales R60 (University of

California, Los Angeles) y A0485 (Dako, usado solo
o como parte del kit HercepTest), y los anticuerpos
monoclonales CB11 (Ventana Medical Systems, solo
o como parte del kit PATHWAY ), TAB 250 (Zymed,
San Francisco, California) y 10H8 (University of
California, Los Angeles).

La interpretacion de los resultados de inmuno-
histoquimica se basa en la valoracion de la intensi-

dad de la coloracién de las membranas celulares y
el porcentaje de células tumorales positivas (Figura
3). Los resultados se reportan en una escala de 0 a
3+ (Tabla 2) (38).

ok
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Unidad de Diagnéstico Molecular, proyecto HER2/neu. HTPU, 2006
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Figura 3. Identificacién de la proteina HER2/neu por IHQ

Tabla 2. Escala de interpretacion de resultados de HER2/neu por
inmunohistoquimica

Escala Interpretacion Reporte

0 No hay coloracién de la membrana Negativo

1+  Coloracién parcial y débil de las Negativo
membranas en mas del 30% de las
células tumorales

2+  Coloracién débil a moderada de la Débilmente
membrana completa en mas del 30% positivo
de las células tumorales

3+  Coloracién fuertey completa de la Fuertemente
membrana en mas del 30% de las positivo

células tumorales

La falta de concordancia entre los observadores al
interpretar las coloraciones de inmunohistoquimica
esta bien documentada en la literatura. Los pun-
tajes O y 3+ tienen las mejores concordancias, sin
embargo, la lectura de los niveles intermedios 1 y
2+ tienen variaciones significativas (36,39). Esta
falta de concordancia se puede mejorar con el uso de
guias de interpretacién (38) y la ayuda de sistemas
de analisis de imagenes (40,41).

El laboratorio que realiza inmunohistoquimica
para HER2/neu debe hacer validacion interna de su
técnica y comparar los resultados con hibridacién
fluorescente in situ (FISH). Se debe demostrar
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concordancia con FISH en mas del 90% de los casos
reportados como O (negativo) o 3+ (positivo). Para
los casos leidos como 1+ la concordancia debe ser
del 95% (ausencia de amplificacion) (42). Debido a
que los estudios han demostrado que entre un 15%
y 25% de los casos leidos como 2+ tienen amplifica-
cién del gen, todos los casos 2+ deben ser llevados
a FISH por protocolo. Algunos laboratorios han
decidido corroborar con FISH los casos leidos como
1+ debido a la pobre concordancia. La IHQ basada
en el Herceptest de DAKO para HER2/neu fue
aprobada para iniciar tratamiento con trastuzumab
en las mujeres con cancer de mama, cuyos resultados
sean altamente positivos 3+ (12).

Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

La FISH es un método molecular citogenético que
permite cuantificar el nimero de copias de un gen;
es usada en la investigaciéon de anormalidades en
genes y cromosomas, incluyendo traslocaciones,
delecciones y reordenamientos, los cuales pueden
estar asociados con leucemias, tumores solidos y
otros desérdenes genéticos (43). Una célula nor-
mal en reposo contiene dos copias de cada gen, sin
embargo, cuando se esta dividiendo puede tener
cuatro copias de un mismo gen.

La FISH es considerada actualmente el estdndar
de oro para evaluar la amplificacién del HER 2/neu,
debido a que los estudios del uso del trastuzumab
muestran que la prediccion de respuesta al trata-
miento es superior usando FISH (44). Adicional-
mente, la FISH tiene una sensibilidad y especificidad
del 98% y 100%, respectivamente (45). El kit de
PathVysion usado para medir el HER2/neu contiene
dos sondas, una se une al locus del gen HER 2/neu,
localizado en el cromosoma 17q11.2-q12, y la segun-
da se une a la region centromérica del cromosoma
17. Este sistema de dos sondas permite detectar la
posibilidad de polisomia del cromosoma 17 y, por lo
tanto, el resultado se expresa como una proporcioén
del total de sefiales HER 2/neu sobre el nimero de
sefiales detectadas del centromero del cromosoma
17. Se deben contar 20 nucleos de células tumorales
invasoras en interfase, si hay duda se deben contar
mas nucleos. Hasta hace unos meses se consideraba
que existia amplificacién del gen HER 2/neu cuando
la proporcién era mayor o igual a 2.0 (46) (Figura
4). El kit INFORM determina el namero absoluto
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de sefiales HER2/neu; se consideraba que el gen
estaba amplificado cuando el valor era mayor a 4.0
(47). Pero las dltimas recomendaciones publicadas
en enero de 2007 por la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica (ASCO por sus siglas en ingles),
determinan que para que un tumor sea positivo para
la amplificacién de HER 2/neu por FISH de PathVy-
sion, la proporcion total de sefiales de amplificaciéon
cromosoma 17 / gen HER2/neu debe ser mayor de
2,2, y por FISH de INFORM el namero total de
sefiales debe ser mayor a 6,0. Los resultados con
menos de 4,0 copias del gen HER2/neu por nucleo
0 una proporcion total de sefiales menor a 1,8 es
un resultado equivoco que requiere de una accion
adicional para el reporte final (38).

Alta amplificacion

Mediana amplificacion Normal

Figura 4. Identificacién del gen HER2/neu por FISH

Se observan las sefales fluorescentes de los diferentes niveles de
ampliacién del gen HER2/ neu en el cromosoma 17, usando la hi-
bridacion fluorescente in situ de PathVision. Cortesia: Laboratorio
Clinica Las Américas - Medellin.

La hibridacién fluorescente in situ ofrece muchas
ventajas. Algunas de éstas son: poseer una buena
sensibilidad y requerir s6lo pequefias muestras de
tejido, las cuales pueden estar embebidas en pa-
rafina (48). Una de las ventajas mis importantes
comienza en la localizacion molecular de las anor-
malidades dentro del contexto celular en el tejido,
lo que permite distinguir los cambios que ocurren
en un carcinoma in situ versus un carcinoma inva-
sivo, y comparar estas sefiales con el estroma o las
células epiteliales normales. Otra de las ventajas que
incluye es la habilidad para usar simultdneamente
multiples sondas para la deteccion de los diferentes
cambios genéticos.

Si comparamos la técnica de FISH con la de
imunohistoquimica encontramos varias ventajas y
desventajas del uno sobre el otro. La FISH no tiene
problemas con la fijacion en formol, la preservacion
de los antigenos y la variabilidad en el diagnoéstico
entre los observadores. Sin embargo, la técnica de
FISH requiere equipo (microscopio fluorescente
con filtros especiales) y reactivos costosos, que no
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estan disponibles en muchos laboratorios; consume
mas tiempo ya que requiere el desarrollo de un
protocolo, la estandarizacién para los diferentes es-
pecimenes de tejido, y, ademais, tiene la necesidad de
disefiar y combinar las sondas para las aplicaciones
especificas, lo que se traduce en una labor intensa,
por lo menos de dos dias. Las células que se estudia-
ran deben estar en metafase o interfase, sumandose
a los diferentes tiempos de fijacién de los tejidos,
que pueden también limitar la eficiencia de la FISH
en los diferentes especimenes, adicional a que la
técnica depende de la habilidad del patélogo para su
interpretacion. Por estas razones, no es practico el
uso de FISH para medir rutinariamente la expresién
de HER2/neu en el laboratorio (13,49,50).

El algoritmo recomendado actualmente para la
evaluacién del HER2/neu es el siguiente: tamizaje
inicial con prueba de inmunohistoquimica. Todos
los pacientes con un puntaje de 2+ deben confir-
marse con FISH, debido a la alta rata de falsos
positivos. Los pacientes con puntaje 3+ por inmu-
nohistoquimica y los 2+ que tienen amplificacién
con FISH se consideran elegibles para tratamiento
con trastuzumab. Los pacientes con puntaje 0 o 1+
y los 2+ que no amplifican con FISH se consideran
no elegibles (51).

Se deben tener en cuenta los falsos negativos de
la inmunohistoquimica; la literatura reporta ampli-
ficacién del HER2/neu en, aproximadamente, 7%
de los casos leidos como 0 0 1+ (52), por esta razon,
la FISH se debe considerar en casos negativos por
inmunohistoquimica, con alto grado histologico y
resultado de receptores hormonales negativo (53)
(Figura 5).

oe 10 Do mwonplorss b rmonsbe sapsnes § abs grado hissligion

Figura 5. Algoritmo recomendado actualmente para la evaluacién
del HER2/neu

Hibridacion cromogénica in situ (CISH)

La hibridacién cromogénica in situ (CISH, por sus
siglas en inglés) es el método m4s recientemente
descrito para la deteccion de la amplificacién de
HER2/neu. Este método combina caracteristicas
de las técnicas de FISH e inmunohistoquimica. La
CISH, al igual que la FISH, permite cuantificar el na-
mero de copias de un gen, identificar traslocaciones
en los cromosomas y hacer conteos cromosémicos.
La diferencia radica en que la CISH usa reacciones
convencionales con peroxidasas a partir de tejidos
fijados en formol o embebidos en parafina (54).

La esencia de la CISH radica en la habilidad
de poder marcar el acido nucleico a partir de la
uni6én de sondas de hibridacién in situ a secciones
especificas del 4cido nucleico complementario en la
muestra, que son detectadas con reactivos similares
alos usados en inmunohistoquimica. Los resultados
de la hibridacién 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 simultdneamente, al igual que en la FISH.

Los tumores con amplificacion del gen (aumento
en el nimero de copias) aparecen tipicamente como
grandes racimos intranucleares peroxidasa-positivo
de la copia del gen, o pueden aparecer como sefiales
numerosas, pequefias e individuales peroxidasa-po-
sitivo de la copia del gen, 0 como mezcla de racimos
y copias individuales del gen peroxidasa-positivo.
Los tumores con la amplificacion del gen muestran
tipicamente desde 6 hasta 12 copias del gen por
nacleo. Los tumores con estado normal del gen
exhiben tipicamente de 1 a 2 puntos por ntcleo,
mientras que los tumores con polisomia cromoso-
mal tienen tipicamente de 4 a 6 copias del gen por
nacleo. Por ello, se pueden tomar ciertos parametros
para determinar la amplificacién del gen HER2/neu

por CISH (54) (Tabla 3).

Tanner y colaboradores publicaron el primer
estudio donde comparaban la CISH y la FISH para
la deteccion de HER2/neu. Estos autores usaron
un kit de primera generacion y no obtuvieron una
buena sensibilidad (55). Sin embargo, los estudios
mas recientes muestran una alta concordancia entre

CISH y FISH (56-58).
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Tabla 3. Escala de interpretacion de resultados de HER2/neu por CISH

Escala Interpretacion

Nivel alto Mayor de 10 copias del gen HER2/neu
por nucleo, en mas del 50% de las células
neoplasicas

Nivel bajo De 6 a 10 copias del gen HER2/neu por
nucleo, en mas del 50% de las células
neoplasicas

Ninguno De 1 a5 copias del gen HER2/neu por

nucleo de células neoplésicas

La CISH es una buena alternativa para los casos
que requieren preservacion de las caracteristicas
morfolégicas del tumor, por ejemplo, los casos
con focos pequefios de tumor invasor, mezclas
complejas de carcinoma in situ e invasor, entre
otros. La técnica de CISH contempla otras venta-
jas adicionales: reactivos menos costosos, sefiales
permanentes en las placas histologicas (permite
crear un expediente permanente de la prueba) y el
no necesitar un microscopio adicional con caracte-
risticas especificas. Para aquellos laboratorios que
no tienen la capacidad de realizar la FISH, pero
realizan pruebas de inmunohistoquimica rutina-
riamente, la técnica de CISH puede ser una opcién
(58). Se debe tener en cuenta que la interpretacion
de resultados en la CISH, al igual que en la FISH,
puede ser subjetiva (15).

Reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real
(PCR real time)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés), inventada por Kary Mullis
en 1983, es una técnica para la amplificacion de
secuencias de acido desoxirribonucleico (DNA,
por sus siglas en inglés) in vitro, a partir de una
secuencia conocida. El producto que se obtiene al
finalizar la reaccién es una gran cantidad de DNA
con alto grado de pureza.

La PCR se fundamenta en la propiedad natural
del DNA polimerasa para duplicar el DNA por
elongacién de cadenas complementarias, al iniciar
la sintesis a partir de unos iniciadores, o primers,
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que indican el inicio y el final de fragmento a
duplicar. Los primers son secuencias cortas y es-
pecificas de oligonucleétidos sintéticos, cada uno
complementario de una de las cadenas del DNA
para amplificar. Estos, por lo general, tienen una
extension de 18 a 25 bases. La técnica usa ciclos de
alta temperatura (95°C-denaturacién) para separar
las cadenas de DNA recién formadas; ciclos de baja
temperatura (55°C-alineamiento) para dejar que
vuelvan a unirse nuevamente a las polimerasas,
y ciclos de temperatura media (72°C-extension)
para que el DNA polimerasa duplique estas nuevas
cadenas usando los deoxidonucleotidos trisfosfato
(dNTPs) anadidos a la reaccion y necesarios para
obtener una réplica exacta de la cadena original

(59,60).

La PCR en tiempo real es una versién adaptada
de la PCR convencional, y tiene una aceptacion mas
amplia, ya que es mas rapida, sensible y reproduci-
ble; ademas, el riesgo de contaminacion se reduce al
minimo, ya que no hay manipulacién postamplifi-
cacion (no necesita el uso de geles), convirtiéndose
en una herramienta esencial en los laboratorios de
investigacion y diagnostico.

El empleo de la PCR en el diagnéstico mole-
cular ha aumentado a tal punto que hoy en dia se
acepta en algunas pruebas como el método estan-
dar de oro para detectar acidos nucleicos a partir
de una gran variedad de muestras (61,62). La PCR
en tiempo real usa sondas fluorescentes, las cuales
son monitoreadas durante cada ciclo mediante un
software que analiza la fluorescencia emitida por
los fluorocromos a diferentes longitudes de onda
para determinar la cantidad del producto ampli-

ficado (63).

En el caso de la cuantificacién de la expresion
del gen HER 2/neu, la plataforma de PCR en tiempo
real mas usada es la del kit LightCycler, de Roche
Corporation, el cual emplea primers y sondas de
hibridacién especificas. En la reacciéon de PCR se
amplifica un fragmento de 112 pb del gen HER2/
neu y otro de 133 pb de un gen de expresién cons-
titutiva de referencia (gastrina), a partir del DNA
gendémico humano, usando primers especificos.
Ambos genes se cuantifican con dos sondas de hi-
bridacion especificas en el mismo capilar (red-705

y red-640).
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Figura 6. Identificacion y cuantificacion del gen HER2/neu por PCR en tiempo real

Para la determinacion de la tasa de amplificacién
de HER-2/neu, se emplea un software que mide la
fluorescencia emitida por el DNA amplificado, don-
de se realiza una cuantificacion relativa. El reporte

Tabla 4. Caracteristicas de los métodos empleados para la identifi-
cacion y cuantificacion de HER2/neu

Caracteristicas IHQ FISH CISH PCR

de los métodos tiempo real
final se da como porcentaje normalizado; una tasa -
mayor a 2,0 indica sobreexpresion del gen HER2/ forn-]r?l;ﬁ:g:?rgﬁna X X X
neu, y una tasa menor a 2,0 se asume como nega- oNA . y y

tivo (64). En la Figura 6 se observan las graficas de
amplificacién que se obtienen para HER2/neu con RNA X

el termociclador de PCR en tiempo real LightCycler Proteina X
2.0 (Roche), en muestras de tumores de mama. Los Semicuantitativa X X X
tiempos de cada uno de los ciclos de amplificacion o
B Cuantitativa X
de la PCR son de 10 segundos, lo que hace posible
Automatizada X

obtener resultados en s6lo 70 minutos (64). La
utilizacion de la PCR en tiempo real para cuanti-
ficar HER-2/neu implica gran beneficio clinico, ya
que se puede usar rutinariamente, debido a que es
rapida y facil de estandarizar, ademas, los costos
son comparativamente inferiores a la FISH (65).
Un aspecto que se debe tener muy en cuenta al
trabajar con PCR es elegir correctamente la muestra
donde haya presencia de tumor, para asi evitar falsos
negativos (37).

Consideraciones clinicas,
implicaciones terapéuticas y
recomendaciones

Respecto a la terapia citotéxica, los analisis combi-
nados reportados en pacientes con cancer de mamay
con ganglios positivos, receptores hormonales negati-

Ya revisados los diferentes métodos que actualmen-
te estan disponibles en el mercado para la medicion
de la amplificacion o sobreexpresién de HER 2/neu,
podemos comparar sus caracteristicas, ventajas y
desventajas en las tablas 4 y 5.

vos CALGB 8541, CALGB 9344/int 0148 y CALGB
9741, determinan que el impacto de la quimioterapia
adyuvante en cinco afios alcanza una mejora general
del 30% para la supervivencia libre de enfermedad y
del 21% para la supervivencia total.
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Tabla 5. Ventajas y desventajas de los diferentes métodos empleados para la identificacion y cuantificacion de HER2/neu

Prueba Ventajas Desventajas Referencias

Bajo costo, rapida. Requiere Moderada sensibilidad y Ross et al.
pequenas cantidades de tejido especificidad. Multiples Thomson
IHQ anticuerpos, variabilidad Hoang
de interpretacion entre
observadores (subjetivo)

Alta sensibilidad y especificidad, Labor dispendiosa (dificil de Gjerdrum etal.

localizacién molecular de las estandarizar), altos costos, Bruse etal.
anormalidades dentro del personal experto, lectura de Dillon

FISH contexto celular en el tejido. resultados por interpretacion

(subjetivo)

Alta sensibilidad y especificidad, Necesita personal experto. Bhargavaetal.
costos moderados, localizacion Lectura de resultados por Zhaoetal.

CISH molecular de las anormalidades interpretacion (subjetivo) Tanneretal.
dentro del contexto celular en
el tejido
Alta sensibilidad y especificidad, Se pueden obtener falsos Dorak, Alberts
facil de usar y estandarizar, negativos o dilucién de la

) PCR costos moderados, resultados muestra si no se realiza una

tiempo rapidos y automatizados buena seleccion del bloque del
real (exactos) que extraera el DNA

Trastuzumab (descripcion y
mecanismo de accion)

del receptor HER2/neu, trastuzumab origina la
internalizacion del receptor, y facilita su degradacion
endocitica. Ademass, el trastuzumab podria tener

El conocimiento de los aspectos moleculares del
cancer de mama ha permitido el uso de un anti-
cuerpo monoclonal humanizado (el trastuzumab),
que se liga con alta afinidad al dominio extracelular
del receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano 2 (HER2/neu). Es un anticuerpo tipo [gG
Kappa que contiene todos sus dominios de origen
humano, con excepcién de la regién que se une espe-
cificamente al dominio extracelular de HER 2/neu,
que se deriva de anticuerpos murinos (MAB) 4D5
humanizados (menos inmunogénico).

El trastuzumab es un anticuerpo con una for-
mula quimica C,,, H,,,,,N,,,:0,,55%, un peso
molecular de 145531,5 g/mol y una vida media de
hasta 12 dias, el cual ejerce su accion por medio de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo a
las células que sobreexpresan el HER2/neu en la

membrana. Tras su unién al dominio extracelular
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una accién de supresiéon de la angiogénesis dada
por la inhibicion de la formacion de heterodimeros
HER2/HER3 y HER2/HERA4, al reprimir las vias de
sefializacion proangiogénicas Ras-Raf-MAK-MAPK
y PI3K/Akt (66).

Al suprimirse estas vias de sefializacion, se impide
la fosforilacion de la proteina p27Kipl, que es, enton-
ces, internalizada en el nticleo de la célula; alli, se une
e inhibe la actividad del complejo Cdk2-Ciclina-A
(controlador y protector del ciclo celular) y forma el
nuevo complejo p27/Cdk2-Ciclina-A, que bloquea la
progresion del ciclo celular en la fase G1 y, por ende,
la divisién celular (8,17,67,68) (Figura 7).

El trastuzumab es el primer anticuerpo mo-
noclonal humanizado aprobado por la FDA para
el tratamiento del cincer de mama positivo a la
sobreexpresion de HER2/neu (69).
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Figura 7. Bloqueo de la vias de transduccién de sefal por el trastuzumab

1. Bloqueo de la proteina HER2/neu por unién al trastuzumab.

2. Bloqueo de la actividad tirosina-quinasa (Interrupciéon de la
transduccion de sefales al nucleo).

3. Ausencia de fosforilacion de la proteina p27Kip1 que se inter-
naliza en el nucleo de la célula.

4. Formacion del nuevo complejo p27/CdK2-Ciclina-A

5. Detencion del ciclo celular en la fase G1 por el complejo p27/
CdK2-Ciclina-A.

6. Disminucidn de los fenémenos de invasion y metéstasis.

Trastuzumab y cdncer de mama
metastdsico

En el ciancer de mama metastasico visceral sin-
tomatico de alto riesgo, la conducta estandar de
tratamiento recomienda una quimioterapia con
taxanos u otros citostixicos, ademas de trastu-
zumab, seguida luego de tamoxifeno, si expresa
receptores hormonales positivos. Este esquema
apunta a mejorar la supervivencia, la calidad y la
duracién de las remisiones. La supervivencia total
con este tratamiento a cinco afios puede alcanzar un
nivel superior al 23%. En general, la mayoria de las
pacientes sobreviven mas de 26 meses (70).

Actualmente, hay varios estudios disponibles
que respaldan el beneficio de anadir trastuzumab
a los esquemas disponibles. Revisamos algunos de
éstos en condiciones especificas: el trastuzumab,
cuando se adiciona a la quimioterapia conven-
cional en forma adyuvante, disminuye la proba-
bilidad de recaida y de muerte en pacientes con
cancer de mama que sobreexpresan HER2/neu.
Esta recomendacion se deriva de los resultados
de tres estudios fase III recientemente publicados

(71-73).

Luego, aparece el analisis combinado del Na-
tional Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
(NSABP) B31 y el North Central Cancer Treatment
Group (NCCTG) N9831 en los que se asignaron
de forma aleatoria 3.351 pacientes con céncer de
mama y ganglios linfaticos positivos (NSABP B31
y NCCTG N9831), y pacientes con ganglios lin-
faticos negativos de alto riesgo, definido como un
tumor de dos centimetros o un tumor de mas de un
centimetro con receptores hormonales negativos
(NCCTG N9831), los cuales se dividieron en dos
grupos: el primero con quimioterapia con AC y
paclitaxel, y el segundo grupo con quimioterapia
AC, paclitaxel y trastuzumab. El paclitaxel fue
administrado cada tres semanas (175 mg/m?),
en cuatro dosis en el NSABP B31, o cada semana
(80 mg/m?), en 12 dosis, en el grupo NCCTG
N9831.

El trastuzumab, en forma simultinea con el pa-
clitaxel, se administré cada semana por 52 semanas
(4 mg/kg, dosis de carga; 2 mg/kg, cada semana en
adelante). Luego de un seguimiento por tres afios
se debio interrumpir el estudio, ya que el grupo
que recibi6 trastuzumab y quimioterapia tuvo una
disminucién del 52% en el riesgo de recaida, cincer
primario y secundario o muerte antes de recaida,
lo que se traduce en una diferencia absoluta en la
supervivencia libre de recaida del 12% a favor del
grupo que recibi6é trastuzumab, con un NNT de
8,3 y una reduccion del 33% en la mortalidad. La
toxicidad cardiaca fue de 4,1% en el NSABP B31 y
2,9% en el NCCTG N9831 (72).

El segundo estudio analizado es el estudio 1
HERA, en el que se asignaron de forma aleatoria
5.081 pacientes con cancer de mama HER2 po-
sitivo con o sin compromiso ganglionar axilar, en
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dos grupos de tratamiento: 1.694 pacientes fueron
asignados, aleatoriamente, a terapia con trastuzu-
mab cada tres semanas (8 mg/kg, dosis de carga;
6 mg/kg, cada tres semanas) por un afio, luego de
terminada la quimioterapia adyuvante. Las otras
1.694 pacientes se escogieron aleatoriamente para
recibir trastuzumab por dos afos, y 1.693 pacien-
tes tuvieron quimioterapia adyuvante, pero sin
trastuzumab.

Los resultados del uso de trastuzumab por
un afio en comparacién con el no uso de éste
fueron publicados por Piccart-Gebhart, en el
2005. Después de s6lo un afio de seguimiento se
reportd una disminucion del 46% en la probabili-
dad de eventos (recaida de cancer de mama, cdncer
de mama contralateral, enfermedad maligna no
mamaria secundaria o muerte) a favor del grupo
que recibié trastuzumab. La supervivencia libre
de enfermedad a dos afios fue 8,4% menor en
términos absolutos (NNT 11,9) a favor del grupo
tratado con trastuzumab. Se observé cardiotoxi-
cidad grave en 0,5% de las pacientes tratadas con
trastuzumab (71).

En el tercer estudio publicado este afio por
un grupo de investigadores finlandeses (“Estudio
FinHer”) fueron asignadas aleatoriamente 1.010
pacientes con cancer de mama con ganglios linfa-
ticos comprometidos o con alto riesgo de recaida,
para recibir tres ciclos de docetaxel o tres ciclos
de vinorelbina, seguido, en ambos grupos, por tres
ciclos de epirubicina, fluoruracilo y ciclofosfamida.
De este grupo, a 232 mujeres con amplificacion del
gen HER2/neu se les asigno, de forma aleatoria, el
recibir o no 9 infusiones de trastuzumab semanal.
El objetivo primario del estudio fue la medicién
de la supervivencia libre de recaida. Dentro del
subgrupo de pacientes con sobreexpresion del
HER2/neu se encontré que aquellas pacientes
que recibieron trastuzumab tuvieron una mejoria
significativa en la supervivencia libre de recaida
a tres afos, comparadas con aquellas que no la
recibieron (89% versus 78%; Hazard ratio para
recaida o muerte de 0,42; IC 95% de 0,21 a 0,83;
P=0,01). Se concluy6 que la aplicacion de tras-
tuzumab administrado concomitantemente con
docetaxel o vinorelbine es efectivo en pacientes
con cancer de mama con amplificacién del gen
HER2/neu (73).

52 Rev CoLoms CanceroL 2007:11(1):40-57

Trastuzumab neoadyuvante

El uso de trastuzumab como neoadyuvancia se ha
reportado en un pequefio estudio practicado en
el MD Anderson de Houston, en el que se asignd,
de forma aleatoria, tratamiento a 42 pacientes con
cancer de mama temprano (operable) que sobreex-
presaban HER2/neu. Los pacientes se dividieron
en dos grupos: uno con quimioterapia més tras-
tuzumab y otro s6lo con quimioterapia. El primer
grupo recibié quimioterapia antes de la cirugia con
paclitaxel por cuatro ciclos, seguido por FEC (fluo-
roacil, epirubicina y ciclofosfamida), cuatro ciclos o
el mismo esquema de quimioterapia, mas trastuzu-
mab semanal por 24 semanas. Una vez completada
la quimioterapia (y el trastuzumab) se procedia
a cirugia; se encontré que la respuesta patoldgica
completa en el grupo que recibié trastuzumab fue
del 65%, en tanto que la respuesta patoldgica com-
pleta en aquellas que no lo recibieron fue de tan s6lo
25%. El estudio fue interrumpido por el Comité
Institucional de Seguridad, sin el reclutamiento
de las 164 pacientes que inicialmente se planearon
porque, segtn los investigadores, la probabilidad de
que la diferencia en respuesta clinica completa entre
los dos grupos desapareciera era estadisticamente
negligente (74).

Trastuzumab como monoagente versus
trastuzumab mas quimioterapia

En el manejo del carcinoma de mama metastasi-
co, el trastuzumab exhibe una modesta actividad
como agente Gnico. Un estudio multicéntrico en
fase Il en el que se incluyeron a 222 pacientes con
cancer de mama metastasico con sobreexpresion de
HER2/neu, y que habian recaido luego de uno o més
lineas de quimioterapias previas para enfermedad
metastésica, mostrd una respuesta objetiva del 14%,
con un 2% de respuesta completa.

Las pacientes recibieron una dosis de carga de
trastuzumab de 4 mg/kg intravenosa, seguido por
2 mg/kg intravenosa cada semana (75). La apro-
bacién para el uso del trastuzumab por la FDA se
bas6 en los resultados de un estudio prospectivo
aleatorizado y controlado en 469 pacientes con
cancer de mama metastasico que sobreexpresaban
HER2/neu, que no habian recibido tratamiento
previo para su enfermedad metastésica (11); 235
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de éstos recibieron trastuzumab y quimioterapia,
y 234 recibieron quimioterapia sin trastuzumab.
La quimioterapia podia ser doxorubicina y ciclo-
fosfamida, esquema AC, si las pacientes no habian
recibido antraciclinas anteriormente, o paclitaxel,
si las pacientes habian recibido antraciclinas como
parte de la terapia adyuvante. El tiempo libre de
progresion fue de 7,2 meses versus 4,5 meses a favor
del trastuzumab (p<0,0001); la tasa de respuestas
fue del 45% versus 29% a favor del trastuzumab
(p<0,001); la duracién de la respuesta fue de 8,3
meses versus 5,8 meses a favor del trastuzumab, y la

supervivencia fue de 25,1 meses versus 20,3 meses
a favor del trastuzumab (p=0,05) (11).

Otros estudios clinicos de fase Il recientemente
publicados, con combinaciones de quimioterapia y
trastuzumab, revelaron como éptima la paliacion
de pacientes con cancer de mama metastésico con
el uso de la combinacién trastuzumab, paclitaxel y
carboplatino. En este estudio fase III, se asignaron
de forma aleatoria diferentes tratamientos a 194
pacientes con cancer de mama metastésico que no
habian recibido quimioterapia para enfermedad
metastésica; se dividieron en dos grupos: el primero
recibié trastuzumab a las dosis usuales y paclitaxel
a dosis de 175 mg/m?, cada tres semanas (esquema
TP), y el segundo grupo TP y carboplatino a dosis
de AUC 6, cada tres semanas (TPC). De las 160
pacientes evaluables para respuesta se encontr6
respuesta en 57% en el grupo TPC, frente aun 38%
en el grupo TP. Existieron diferencias en el tiempo
de evidencia de progresion de 13 meses frente a 7
meses en el grupo TPC versus TP. La respuesta fue
particularmente alta en el grupo que exhibia sobre-
expresion fuerte de HER2/neu (3+): 67% frente
a 37%, a favor del grupo que recibié TPC, y en el
tiempo a la progresiéon de este subgrupo fue de 17
meses frente a 9 meses, también a favor de las que
recibieron TPC versus TP. Todos estos resultados
son estadisticamente significativos (76).

En el dltimo estudio realizado en el Instituto
Nacional del Cancer en Canada se asignaron, de
forma aleatoria y controlada, 710 mujeres preme-
nopausicas con cancer de mama, con ganglios posi-
tivos, sometidas a cirugia (mastectomia completa o
parcial) y que recibieron quimioterapia adyuvante
con CEF (ciclofosfamida, epirubicina y fluoruracilo)
o CMF (ciclofosfamida, metrotexato y fluoruracilo),

con el objetivo de comparar el beneficio en términos
de supervivencia y de recaida en estas mujeres, con el
proposito de identificar el régimen de quimioterapia
adyuvante mas apropiado para las pacientes con can-
cer de mama que sobreexpresan el gen HER 2/neu.

El estudio reporta un incremento del 15% en
supervivencia y un 25% menos de recaidas a 10
afios en pacientes que sobreexpresan HER2/neu
y que recibieron CEF comparado con CMF. Por
lo que concluyen que el régimen de quimioterapia
adyuvante CEF es superior al CMF en términos
de recaidas y supervivencia. Se podria decir que la
amplificacion de HER2/neu, o la sobreexpresion de
su producto, no sélo predice la respuesta al trastu-
zumab, sino que también identifica a las pacientes
en las que el tumor no respondera a la quimioterapia
adyuvante con CMF, por lo que se recomendaria
usar la quimioterapia adyuvante CEF en mujeres
que sobreexpresan HER2/neu (31). Los estudios
mencionados se comparan en la Tabla 6.

En mujeres con cancer de mama que no sobreex-
presan HER 2/neu no se encontré diferencia signifi-
cativa entre la quimioterapia adyuvante con CEF y
CMF. Por esto, sugerimos usar el trial CMF (menos
toxico) en este tipo de pacientes. La sobreexpresion
de HER2/neu en cancer de mama es asociada con
sensibilidad a la quimioterapia adyuvante que con-
tenga antraciclinas (31).

Conclusiones y recomendaciones

Podemos comenzar diciendo que el producto del on-
cogén HER2/neu es una diana terapéutica de mucha
importancia, que ha abierto un nuevo camino a la
investigacion en biologia molecular aplicada, como
es el desarrollo de anticuerpos monoclonales huma-
nizados dirigidos a bloquear este tipo de receptores
en forma especifica, no sélo en cidncer de mama, sino
también en otros tipos de céncer (11).

La inmunohistoquimica, por razones practicas,
es y ha sido mayoritariamente la técnica de eleccién
para la medicion de la proteina HER2/neu. Sin em-
bargo, la gran desventaja de la inmunohistoquimica
es que es una técnica semicuantitativa y con dife-
rentes variaciones segin el observador, el anticuerpo
antiHER 2 utilizado, el periodo de almacenamiento
del tejido, los procesos de fijacion del tumor y la
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recuperacion de epitopes; asi, da variabilidad en
los resultados, por lo que se deben buscar métodos
alternativos que puedan reemplazarla (33).

La hibridacion fluorescente in situ (FISH) ha
mostrado tener muy buena sensibilidad y especi-
ficidad al momento de medir la amplificacion de
HER2/neu, y por eso, en este momento, es el estan-
dar de oro para esta determinacion. Sin embargo, es
una técnica laboriosa y costosa, que ademas requiere
un equipo especializado de deteccién de fluores-
cencia y una amplia experiencia en la visualizacién
de las preparaciones, que debe ser realizada por un
médico patélogo; esto no le permite convertirse en
una técnica de rutina (13,50).

La reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real (PCR real time) y la hibridacién cromo-
génica in situ (CISH) prometen ser, en un futuro
cercano, los métodos moleculares que seran usados
para la deteccién y medicion de la amplificacion
de HER2/neu en ciancer de mama u otros tumores
solidos, gracias a su facil estandarizacién, buena
sensibilidad y especificidad y costos relativamente
bajos, respecto a la FISH (12,13,58).

Al realizar la medicién de HER2/neu, podemos
predecir el tipo de tratamiento a usar en cuanto a

Tabla 6. Comparacién de los estudios clinicos

términos de supervivencia y recaida; ejemplo de
esto es la aplicacion del régimen CEF a cambio de
CMF, en pacientes HER2/neu positivo (31).

Al suministrar el trastuzumab como neoadyu-
vancia en pacientes HER2/neu positivo, se puede
obtener una reduccién del tumor hasta en un 40%,
respecto a aquellas pacientes a quienes no se les
suministra el trastuzumab (74).

Al utilizar el trastuzumab en pacientes
HER2/neu positivo mas quimioterapia se pue-
den obtener mejorias, en un 12%, en términos
de supervivencia libre de recaidas, hasta un 52%
menos de recaidas y una disminucién del 33% en

la mortalidad (72).

Para finalizar esta revisién, citaremos la frase
de Gabriel Hortobagyi, presidente de la Sociedad
Americana de Oncologia Clinica, que acompafia
el editorial de los articulos de Romond et al. y Pic-
cart-Gebhart, publicados en New England Journal
of Medicine en el 2005: “El tratamiento de pacien-
tes con cdncer de mama HER2/neu positivo tiene
que cambiar hoy”. Ningtn resultado en cancer de
mama se aproxima a los obtenidos por estos estu-
dios y se propone su adopcion en forma inmediata
en los estandares de tratamiento (77).

Numero de

pacientesy tiempo Tratamiento

del estudio

Caracteristicas clinicas de
las pacientes

Resultados

Referencia

3.351 (3 afnos) Dos grupos: AC +
paclitaxel AC + paclitaxel +

trastuzumab

5.090 (2 afnos) Dos grupos: trastuzumab
después de terminar terapia
adyuvante. Sin trastuzumab

1.010 (3 afnos) Dos grupos: trastuzumab

710 (10 afos) Dos grupos: CMF
(ciclofosfamida,
metrotexato y fluoroacilo).
CEF (ciclofosfamida,

epirubicina y fluoroacilo)

CA de mama tumor mayor a1
cm preferible a 2 cm.

Ganglios linfaticos positivos
o ganglios negativos de
alto riesgo mas receptores
hormonales negativos

CA de mama mas HER2/
neu positivo, con o sin
compromiso ganglionar axilar

CA de mama. Ganglios
linfaticos comprometidos mas
HER2/neu positivo

CA de mama + HER2/neu
positivo. Ganglios linfaticos
positivos + cirugia.

Grupo con trastuzumab:

riesgo de Recaida: 52%.
Supervivencia libre de
Recaida: 12%. Mortalidad: 33%

Grupo con trastuzumab: 46%
de eventos de recaida después
de un afio. Enfermedad libre a
dos afos fue del 8,4%

Grupo con trastuzumab:
supervivencia libre de recaida
del 89%

Grupo pacientes CEF: 25%
de eventos de recaida.
Supervivencia en pacientes
con HER2/neu positivo: 15%

Romond et al.
(72)

Piccart-Gebhart

(71)

Jonseu etal.

Pritchard et al.
(31
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