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RESUMEN

TITULO

Resultado de la hibridacion in situ en pacientes con carcinoma invasor de mama
HERZ2 indeterminado atendidas en el HEP durante 2020 a 2022

AUTORES
Arturo Garcia Galiciat, Carlos Castillo Canto?, Jorge Martin Jimenez Celaya®

AFILIACION

Instituto Mexicano del Seguro Social

INTRODUCCION

El cancer de mama se diagnostica principalmente en mujeres y es la principal causa
de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo la incidencia en México para el
2020 fue de 39.5 y la mortalidad de 9.9 por 100,000 mujeres. El termino carcinoma
de mama invasivo (IBC por sus siglas en inglés) se refiere a un grupo grande y
heterogéneo de neoplasias epiteliales malignas de los elementos glandulares de la

mama.

Objetivo. Describir los resultados de inmunohistoquimica y el resultado por
Hibridacion in Situ de pacientes con diagndéstico de Carcinoma invasor de Mama
HER2 indeterminado atendidas en la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital
de Especialidades de Puebla “Manuel Avila Camacho” en el periodo de Enero 2020
a Diciembre del 2022.

MATERIAL Y METODOS.
Se llevara a cabo un estudio transversal, retrospectivo, ambilectivo, unicéntrico y
homodémico de la base de datos de los reportes histopatolégicos de pacientes

diagnosticadas con Carcinoma invasor de mama HER 2 indeterminado.



RESULTADOS.

Se observo una mayor frecuencia el resultado indeterminado (80%), seguido del no
especificado (9%), Her 2, negativo (5%), Her 2, positivo (4%), Her 2+, negativo (1+),
Her 2 no valorable

Los resultados por Hibridacion in situ fueron los siguientes en orden descendente
de frecuencia: Sin amplificacion (78%), No valorable (14%), Amplificado (8%)
Algunos estudios han evaluado cohortes de pacientes con cancer de mama,
encontrando que aquellos con resultados indeterminados en IHC tienen una
probabilidad significativa de ser negativos en ISH, lo que refuerza la importancia de

realizar ambas pruebas y considerar sus resultados en conjunto.

Palabras clave: Carcinoma invasor de mama; perfil de inmunohistoquimica;
histopatologia; receptor de estrégeno, receptor de progesterona, Receptor 2 del
factor de Crecimiento epidérmico humano, ERBB2, Hibridacion in situ, hibridacion

in situ fluorescente, hibridacion in situ con plata, grado histolégico.



1. ANTECEDENTES

1.1ANTECEDENTES GENERALES

DEFINICION DE LA ENFERMEDAD
El termino carcinoma de mama invasivo (IBC por sus siglas en inglés) se refiere a
un grupo grande y heterogéneo de neoplasias epiteliales malignas de los elementos
glandulares de la mama (1). Se clasifican en subtipos definidos morfolégicamente,
todos los IBCs se agrupan en subtipos definidos por su biomarcador con la finalidad
de otorgar un tratamiento funcion del estado de receptores de estrégenos (ER) y
ERBB2 (HER2), siendo estos:

e ER-positivo, HER2-negativo

e ER-positivo, HER2-positivo

e ER-negativo, HER2-positivo

e ER-negativo, HER2 negativo
A pesar de sus caracteristicas morfolégicas superpuestas, estos subtipos definidos
por biomarcadores muestran distintos resultados y respuesta a la terapia, asi como

diferencias en sus perfiles gendmicos y transcriptomicas globales.(1)

SITIOS DE PRESENTACION

La mayoria de los canceres de mama (90 %) son unifocales y pueden ocurrir en
cualquier cuadrante de la mama, con mayor frecuencia en el cuadrante superior
externo(2). Un tumor contralateral sincronico se encuentra en aproximadamente el
2% de los pacientes. Alrededor del 0,1 % de los canceres de mama se presentan

como una metastasis axilar sin un primario de mama claro(3)

EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama es el cancer que se diagnostica con mayor frecuencia en las
mujeres (representa el 24 % de todos los canceres femeninos) y la principal causa
de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo (1). El cancer de mama

representa el 11,6% de los canceres en ambos sexos combinados, lo que lo



convierte en el segundo cancer mas comun en general (4). Las tasas de incidencia
de IBC han aumentado en la mayoria de los paises de ingresos bajos y medios en
las Ultimas décadas. En paises de altos ingresos como EE. UU., Canada, el Reino
Unido, Francia y Australia, las tasas de incidencia disminuyeron a principios de la
década de 2000, lo que se atribuy6 en parte a la disminucién del uso del tratamiento
hormonal posmenopdausico después de la publicacion del ensayo Women's Health
Initiative que vincula la salud posmenopdausica uso de hormonas para aumentar el
riesgo de cancer de mama (1). Sin embargo, con el envejecimiento de la poblacién,
la carga mundial aumento en general. En 2018, se estimaron 2,1 millones de nuevos
casos de cancer de mama y 627 000 muertes en todo el mundo(1). La incidencia
también varia en mas de 10 veces geogréaficamente. Los grupos de mayor riesgo
son las poblaciones prosperas de Australia, Europa y América del Norte, donde al
8-9 % de las mujeres se les diagnostica un IBC antes de los 75 afios (5). Las
variaciones geogréaficas, las tendencias temporales y los estudios de poblaciones
gue migran de areas de bajo riesgo a areas de alto riesgo muestran que el riesgo
en las poblaciones migrantes se acerca al del pais de acogida en una o dos
generaciones; esto sugiere un papel importante de los factores ambientales en la
etiologia de este cancer(5). Los estudios de variaciones en los subtipos de cancer
de mama en los EE. UU. han demostrado que las frecuencias de los subtipos
clinicos/biomarcadores varian segun las caracteristicas de la poblacion (5). En las
poblaciones examinadas, el cancer positivo para receptores hormonales es el
subtipo mas comun, con canceres positivos para HER2 que constituyen del 10 al 15
% y canceres negativos para ER/negativos para HER2 que representan del 13 al 17
%; en poblaciones no examinadas, la frecuencia es diferente, con proporciones mas
altas de canceres ER-negativos/HER2-negativos (20-40%) y canceres HER2-
positivos (15-25%)(1)

EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER MAMARIO EN MEXICO

El cancer de mama es el tumor maligno en mujeres mas frecuente en México y en
el mundo y es la primera causa de muerte por cancer, siendo responsable del 17%

de la mortalidad asociada a neoplasias(4). En 2020 hubo mas de 2.3 millones de



casos y 685,000 muertes en el mundo, y se predice que para 2040 se incrementara
a mas de 3 millones de nuevos casos y un millon de muertes cada afio(5). El 45%
de los casos se presentan en paises de bajos o de medianos recursos (765,000) y
el 55% del total de muertes por cancer de mama ocurren en dichos paises (287,100)
(4). En México, el cancer de mama ha tenido un incremento constante, tanto en su
incidencia como en su mortalidad, en las Ultimas tres décadas(4). De acuerdo con
el informe del Departamento de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, la
incidencia se increment6 entre 2000 y 2013, llegando de 10.76 casos por 100,000
habitantes a 26.1 por cada 100,000 mujeres mayores de 25 afos, estimando 23,873
nuevos casos en 2013 (6). Para 2020, la incidencia en nuestro pais fue de 39.5y la
mortalidad de 9.9 por 100,000 mujeres. Este aumento se debe a factores como el
envejecimiento poblacional, la «occidentalizacion» del estilo de vida, la obesidad,
educacion e informacion deficientes relativas a la enfermedad y a la carencia de un
programa nacional de deteccién oportuna(4). En nuestro pais ha habido un
incremento constante de la expectativa de vida y del envejecimiento poblacional,
causando que en el 2030 alrededor de 30 millones de mujeres estaran en los grupos
de riesgo por edad (4). Dado que la incidencia aumenta proporcionalmente al
incremento en la edad, habra también un aumento sustancial en el niumero de casos
de cancer de mama en los proximos afos. Esto, sin tomar en cuenta que en México
el cancer de mama en mujeres menores de 40 afios es proporcionalmente mas

frecuente (13.3%) que en la poblacién norteamericana o europea(4).

MANIFESTACIONES CLINICAS

FACTORES DE RIESGO.

Existen multiples factores que aumentan el riesgo de desarrollar cancer de mama.

El incremento en riesgo asociado a cada factor individual es pequefio en la mayoria

de los casos(7).

Entre los factores conocidos se encuentran:

1.1Familiares y hereditarios



* Historia familiar de cancer de mama (en familiares de primer grado).
» Ser portador / a de variantes patogénicas, que confieren predisposicion a
desarrollar cancer de mama
1.2Hormonales y reproductivos
* Duracion total de vida menstrual (menarca temprana, menopausia tardia).
* Nuliparidad o primer embarazo a término después de los 30 afos.
* Ausencia de lactancia.
* Terapia de reemplazo hormonal con estrégeno y progesterona, combinados en
la perimenopausia o posmenopausia por 5 aflos 0 mas.
1.3Dieta y estilo de vida
» Consumo de alcohol.
* Obesidad.
1.4Condiciones mamarias benignas
» Densidad mamaria incrementada.
* Lesiones proliferativas sin atipia.
* Hiperplasia atipica.
» Carcinoma lobulillar in situ.
1.5Ambientales
» Exposicion a radiacion ionizante antes de los 30 afios (irradiacion a torax en
manto)(8).

En mujeres mexicanas con cancer de mama se ha reportado un 30% de prevalencia
de obesidad(8). La obesidad se asocia también a un mayor riesgo de recurrencia o
de segundos tumores primarios y a menor salud fisica global, en supervivientes de
cancer de mama(8). En dichos supervivientes, es recomendable realizar al menos
150 minutos de actividad fisica a la semana, con una meta final de realizar 300
minutos o mas de actividad de intensidad moderada o 75 minutos de actividad de

intensidad vigorosa y evitar los comportamientos sedentarios prolongados (8)

En poblaciones no examinadas, un tumor palpable es el signo clinico mas comuan

de IBC, aunque laretraccién de la piel, lainversién del pezon, la secrecion del pezon



y (con menos frecuencia) un cambio en el tamafio o la forma del seno o un cambio
en el color o puede verse la textura de la piel. En casos extremos, puede ocurrir
ulceracion de la piel(9). El carcinoma de mama inflamatorio es una presentacién
clinica de cancer de mama definida por eritema difuso y edema que afecta a un
tercio o mas de la piel de la mama (10). Todos los sintomas del cancer de mama
también pueden ser causados por una enfermedad mamaria benigna, por lo que la
evaluaciéon con imagenes y la toma de muestra histolégica con biopsia central o

PAAF estan indicadas para establecer un diagnéstico definitivo (10).

En las poblaciones examinadas, una masa espiculada con o sin calcificaciones
asociadas es la apariencia clasica del cancer, pero los canceres también pueden
visualizarse como distorsion arquitectonica, masas bien delimitadas o
calcificaciones solas(10). Alrededor del 5% al 15% de los canceres palpables no se
ven en la mamografia y la mayoria de estos se pueden identificar con una ecografia
dirigida(9). También se puede agregar la ecografia para mejorar la sensibilidad en
mujeres con senos mamograficamente densos, y es el método de eleccion para
obtener imagenes del seno en mujeres < 40 afios(9). La tasa de falsos negativos de
la combinacion de mamografia y ultrasonografia es bastante baja, oscilando entre
0%y 3%(9). A menos que la presencia de un diagndstico inequivocamente benigno,
como un quiste, se establezca sobre la base de imagenes, generalmente se

necesita una muestra de tejido para determinar que no hay carcinoma(10).

La resonancia magnética es el método mas sensible (pero no el mas especifico)
para detectar el cancer de mama; por lo tanto, su uso esta restringido al cribado de
mujeres con muy alto riesgo (p. €j., portadoras de mutaciones BRCA1 o BRCA2) y
en algunos centros después de un diagnéstico inicial de carcinoma lobulillar o como

parte del estudio de estadificacion del cancer de mama(9).

1.2ANTECEDENTES ESPECIFICOS

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO



CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

La mayoria de los IBC se pueden visualizar o palpar como una masa
macroscopicamente evidente, con un contorno estrellado irregular o una
configuracion nodular. El borde del tumor suele estar moderada o pobremente
definido y carece de una delimitacion nitida. Clasicamente, los IBC son firmes o
incluso duros a la palpacion, y pueden tener una sensacién arenosa cuando se
cortan con un cuchillo (aunque algunos tipos de CDIS, como el tipo comedon,
pueden tener una textura arenosa similar y no siempre se pueden distinguir
facilmente de forma macroscoépica). invasion)(1). Sin embargo, algunos IBC,
incluidos los casos tratados con neoadyuvancia, pueden ser muy imperceptibles y
requieren una correlacion cuidadosa con las imagenes en el momento del examen
macroscopico y la toma de muestras de tejido. La evaluacion macroscopica debe
incluir la revision de los hallazgos de imagenes (si se realizan), de modo que el
numero de lesiones, el tamafio esperado de las lesiones, y los clips/marcadores
esperados y su ubicacion pueden informar el muestreo de tejido adecuado(11). La
radiografia de especimenes mas grandes puede ser util para identificar clips,
calcificaciones y otras pistas para guiar el examen macroscoépico. Idealmente, los
especimenes quirdrgicos se deben entintar de manera diferencial y seccionar en
serie en rebanadas de aproximadamente 0,5 cm de grosor para garantizar una
fijacion adecuada y la deteccion de canceres invasivos mas pequefios. El muestreo
de tejido debe realizarse de manera que la etapa T del cancer pueda
establecerse(10). ElI muestreo entre lesiones macroscopicas estrechamente
relacionadas también es importante para que el patélogo pueda documentar si son
realmente multiples o un cancer mas grande, con fines de estadificacion. A menudo
se requiere un mapa de casetes de lesiones mas grandes cuando la extension o el
tamafio no son macroscopicamente obvios (10). Esto es especialmente cierto
después de la terapia neoadyuvante, porque los cénceres residuales pueden
volverse mas blandos y dificiles de palpar, y solo puede estar presente un area

cicatricial fiborosa (excepto en casos de ausencia o respuesta minima)(1). Otro



entorno que requiere una muestra extensa de tejido son los casos de DCIS extenso,
de modo que se pueda identificar cualquier foco de invasion.

La evaluacion macroscoépica de la ulceracion de la piel, los cambios en los pezones
y los nédulos cutdneos separados (si los hay) también son importantes para la
estadificacion(1). Se deben registrar las distancias de los canceres
macroscopicamente aparentes desde los margenes de reseccion y se deben tomar
muestras de los margenes cercanos para el andlisis microscépico. Por ultimo, se
deben registrar los pardmetros de manipulacién del tejido, como la hora en que el
cirujano extrajo la muestra, la hora en que se coloco en fijador y la cantidad de
tiempo entre la fijacion y el procesamiento de la muestra de tejido para que el tiempo
de isquemia fria (la cantidad de tiempo entre la extraccion del cuerpo y la colocacion
en el fijador) y el tiempo en el fijador antes del procesamiento son claros, porque
estos parametros pueden afectar las pruebas de receptores (ER/PR y HER?2), la

clasificacion y la evaluacion de la invasion linfovascular.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Se evallan tres caracteristicas: formacion de tubulos como expresion de
diferenciacion glandular, pleomorfismo nuclear y recuento mitético. Se utiliza un
sistema de puntuacion numérica del 1 al 3 para garantizar que cada factor se evalle

de forma independiente.

Los tubulos y la formacion glandular/acinos se evaluan en todo el tumor a bajo
aumento; soOlo se cuentan las estructuras que exhiben luces centrales claras
rodeadas de células neoplasicas polarizadas. Se utilizan puntos de corte del 75 %

y el 10 % del area glandular/tumor para determinar la puntuacién(11).

El pleomorfismo nuclear se evalla en el area que muestra el mayor grado de
pleomorfismo en comparacién con la regularidad del tamafio y la forma nuclear de

las células epiteliales normales en el tejido mamario adyacente. La irregularidad



creciente de los contornos nucleares y el nimero y tamafio de los nucléolos son
caracteristicas adicionales Utiles para asignar puntajes para el pleomorfismo(1). Los
ndcleos de puntuacion 1 son muy similares en tamafio a los nucleos de las células
epiteliales benignas preexistentes (< 1,5 veces el tamafio) y muestran un
pleomorfismo minimo, un patron uniforme de cromatina y nucléolos que no son
visibles 0 son muy discretos. Los nucleos de Score 2 son mas grandes (1,5 a 2
veces el tamafio de los nucleos de células epiteliales benignas), con pleomorfismo
de leve a moderado y nucléolos visibles pero pequefios y discretos(1). Los nucleos
de Score 3 son incluso mas grandes (> 2 veces el tamafio de los nucleos de células
epiteliales benignas), con cromatina vesicular; varian notablemente en tamafo y
forma y, a menudo, muestran nucléolos prominentes(2). El aumento preferido para

la puntuacion nuclear es el objetivo de 40x(11).

La evaluacion de las figuras mitéticas requiere cuidado y se basa en una fijacion
optima del tejido y una buena preparacion de las secciones. Los observadores
deben contar solo figuras mitoticas definidas; Los nucleos hipercromaticos y
picnoticos deben ignorarse porque es mas probable que representen apoptosis en
lugar de células en mitosis. Los recuentos mitGticos requieren estandarizacion a un
area de campo fija, porque el area de campo varia entre microscopios(1). Se registra
el nimero total de mitosis por 10 campos de alta potencia. Los puntos de corte para
la puntuacion dependen del tamafio del area del campo, y el microscopio utilizado
debe calibrarse midiendo el diametro del campo de alta potencia (objetivo de 40x).
La puntuacion se realiza en el area que muestra la frecuencia mas alta de figuras
mitéticas (método de punto critico), normalmente el borde de ataque periférico del
tumor(1). Si hay heterogeneidad, se deben elegir las regiones que presenten una
mayor frecuencia de mitosis. Una vez que se elige el punto critico y se considera el
primer campo, la seleccion de campo subsiguiente se realiza de forma aleatoria a
través del area elegida, pero solo se deben evaluar los campos con una carga de

células tumorales representativa.



Los tres valores se suman para producir una puntuacién de 3 a 9, a la que se
asignan grados de la siguiente manera: 3 a 5 puntos = grado 1, bien diferenciado;
6—7 puntos = grado 2, moderadamente diferenciado; y 8-9 puntos = grado 3,
pobremente diferenciado(1). Con el fin de garantizar la calidad, se recomienda
informar los componentes de la puntuacion individual ademas de la calificacion
calculada. La clasificacion de pequefias muestras de tejido, como las muestras de
biopsia con aguja gruesa (CNB), es posible y, a menudo, necesaria en la era del
tratamiento neoadyuvante, pero debe reconocerse que tiene limitaciones, en
particular debido a la capacidad reducida inherente para evaluar con precision la
frecuencia mitética. Esto puede dar lugar a una subestimacion del grado real en

dichas muestras.(2)

PERFIL DE INMUNOHISTOQUIMICA

Las células IBC generalmente son positivas para citoqueratinas de bajo peso
molecular (CK7, CK8/18, CK19), EMA, E-cadherina, BCL2 y GATA3 (sin embargo,
las formas mal diferenciadas pueden perder la expresion de uno o mas de estos
marcadores)(12).

Receptores hormonales: la expresion de ER nuclear debe evaluarse en IBC debido
a su utilidad para predecir el beneficio clinico de la terapia endocrina y su uso en
varios algoritmos de tratamiento clinico para canceres con ER positivo versus
cancer con ER negativo(2). La expresion de PR tiende a variar mas que la expresion
de ER, y esto ayuda a explicar la efectividad de PR para estratificar ain mas los
casos de ER positivos en categorias de pronéstico, aunque los umbrales de PR
especificos para este proposito no estan bien validados(2). Las recomendaciones
de las pautas de la Sociedad Estadounidense de Oncologia Clinica (ASCO)/Colegio
de Patdlogos Estadounidenses (CAP) de 2010 para las pruebas
inmunohistoquimicas de ER y PR en el cancer de mama establecen que los
canceres de mama con tan solo el 1% de las células con una intensidad débil de
tincion de ER deben ser considerado positivo, debido a la evidencia del beneficio

potencial de la terapia endocrina, y la actualizacion de 2019 de estas pautas ha



mantenido este umbral. Sin embargo, los canceres invasivos con una positividad de
ER del 1 al 10 % se deben informar como ER positivos bajos, con recomendaciones
adicionales de interpretacion y notificacion(2). Hay datos mas limitados sobre el
beneficio de las terapias endocrinas en este grupo, pero sugieren un posible
beneficio de las terapias endocrinas, por lo que los pacientes se consideran
elegibles para este tratamiento. Sin embargo, se observa que este grupo es
heterogéneo, y el comportamiento biol6gico de los canceres positivos bajos para
ER puede ser mas similar al de los canceres negativos para ER. Esto debe tenerse
en cuenta en la toma de decisiones para otras terapias adyuvantes y en la
clasificacion/clasificaciéon general del tratamiento(2). Siempre debe evaluarse un
control externo (con tejidos positivos y negativos apropiados), y los controles
internos también deben tefiirse como se espera cuando estén presentes. (12)Puede
haber una variabilidad regional en la expresion del receptor hormonal, y el
porcentaje informado debe reflejar el porcentaje de células positivas en la muestra
completa del cancer invasivo analizado (no solo en el area de mayor expresion).
Cuando laintensidad es variable, se puede informar como un rango o una intensidad
promedio, y muchos sistemas usan un rango de 0, 1+, 2+ y 3+. Se pueden utilizar
diferentes sistemas de puntuacion para combinar la informacion de intensidad y
porcentaje para obtener una puntuacion general (p. e€j., la puntuacion H o la
puntuacion Allred). Ademas de los resultados de porcentaje e intensidad, también
debe incluirse en el informe una interpretacién como ER/PR positivo 0 negativo(12).
La exploracion de baja potencia a menudo es insuficiente para la deteccion de
niveles focales o débiles de expresion del receptor hormonal; por lo tanto, en los
casos que parecen negativos con un aumento bajo, también es apropiado un
escaneo de mayor aumento del portaobjetos para descartar una positividad del
receptor hormonal débil. Se pueden utilizar diferentes sistemas de puntuacion para
combinar la informacion de intensidad y porcentaje para obtener una puntuacion
general (p. €j., la puntuacion H o la puntuacién Allred). Ademas de los resultados de
porcentaje e intensidad, también debe incluirse en el informe una interpretacion
como ER/PR positivo o negativo(2). La exploracion de baja potencia a menudo es

insuficiente para la deteccion de niveles focales o débiles de expresion del receptor



hormonal; por lo tanto, en los casos que parecen negativos con un aumento bajo,
también es apropiado un escaneo de mayor aumento del portaobjetos para
descartar una positividad del receptor hormonal débil. Se pueden utilizar diferentes
sistemas de puntuacion para combinar la informacién de intensidad y porcentaje
para obtener una puntuacion general (p. €j., la puntuacion H o la puntuacion
Allred)(2).

HER2: HER2 es miembro de una familia de receptores de factores de crecimiento,
que también incluye EGFR (HER1), ERBB3 (HER3) y ERBB4 (HER4), que regulan
la proliferacion, el desarrollo y la supervivencia de las células normales.(13) HER2
se encuentra en la superficie celular en niveles bajos en el epitelio mamario normal.
En el 10-20% de los IBC, se amplifica el gen ERBB2 ( HER2 ), lo que da como
resultado una sobreexpresion de la proteina HER2 en la superficie celular(14). Esta
sobreexpresion de proteina puede resultar en la promocién de una biologia del
cancer mas agresiva debido a aumentos en la proliferacion del cancer, la motilidad
celular y la angiogénesis(14). Hay una serie de terapias dirigidas a HER2
disponibles en la actualidad, algunas de las cuales se usan en combinacién con la
primera (y todavia estandar) terapia biologica anti-HER2, trastuzumab
(Herceptin)(15). Se requieren pruebas de HER2 en cualquier IBC-NST nuevo,
porque los casos positivos pueden tratarse con terapias dirigidas a HER2 ademas
de quimioterapia, con aumentos significativos en la supervivencia. La
sobreexpresion de la proteina HER2 se puede evaluar mediante
inmunohistoquimica o la amplificacion de ERBB2 se puede identificar mediante
hibridacién in situ(16). Las recomendaciones detalladas de rendimiento e
interpretacion de las pruebas estan disponibles en las pautas especificas de cada
pais, por ejemplo, las publicadas por ASCO/CAP. Debido a que Ila
inmunohistoquimica esta facilmente disponible, con un costo menor, muchos
laboratorios utilizan la inmunohistoquimica como la primera prueba realizada; si hay
un resultado equivoco (tincién 2+)(13), el caso se remite automaticamente para
hibridacién in situ (ya sea internamente o en un laboratorio de referencia)(16). La
actualizacion de 2018 de las pautas de prueba de HER2 de ASCO/CAP recomienda



un mayor énfasis en el uso de inmunohistoquimica para guiar la interpretacion y las
pruebas de categorias de hibridacién in situ inusuales (los llamados grupos 2, 3y
4) para los criterios de interpretacion para la inmunohistoquimica de HER2 y la
hibridacion in situ(16). La evaluacién de la intensidad de la tincion también es critica
para la determinacion adecuada del estado inmunohistoquimico de HER2, siendo
la sobre interpretacion de la intensidad de la tincion una de las causas mas comunes
de discordancia entre la inmunohistoquimica de HER2 (positiva) y la hibridacion in
situ (negativa)(16). La comparacion de la intensidad de la mancha con controles
negativos (0—1+) y positivos (3+) debe servir como referencia para las medidas de
intensidad(13). Un enfoque préactico es utilizar la regla de ampliacion, que tiene en
cuenta la ampliacion de la lente necesaria para evaluar la tincién, de la siguiente
manera: utilizando un ocular de 10x, si se observa tincion con un objetivo de 2-5x,
se puede considerar fuerte intensidad; la tincion detectada con un objetivo de 10 a
20 aumentos se considera de débil a moderada; y la tincién detectable solo en 40x
se considera débil/apenas perceptible(15). Los intérpretes deben tener en cuenta
los patrones de tincion inusuales (p. €j., heterogeneidad agrupada) y los resultados
discordantes (p. €j., un cancer de grado 1 con tincion de HER2 3+)(15). Laboratorios
y patélogos que evaltan la inmunohistoquimica de HER2 y/o ERBB2la hibridacion
in situ debe participar en procesos externos de garantia de calidad para garantizar

la precision de los resultados(17).

Histologia de los canceres con receptores hormonales positivos: los canceres de
mama con receptores hormonales positivos tienen un espectro de morfologias y
grados. Van desde canceres bien diferenciados compuestos por células blandas
gque forman estructuras tubulares/ductales hasta canceres pobremente
diferenciados compuestos por células con un pleomorfismo nuclear sustancial y un
crecimiento mas parecido a una hoja. Sin embargo, la mayoria de los canceres de
mama que son fuertemente ER positivos y HER2 negativos se encuentran en el
espectro de grado bajo a intermedio. Cabe sefialar que los canceres con
porcentajes bajos de células ER positivas (y HER2 negativas) con frecuencia tienen

caracteristicas histoldégicas mas similares a las de los canceres triple negativos de



alto grado(17). Debido a que la via hacia los canceres de mama tipicos fuertemente
positivos para ER incluye otras lesiones precursoras/de riesgo no obligadas con alta
expresion de ER, como DCIS (predominantemente de grado nuclear bajo a
intermedio), hiperplasia ductal atipica y atipia epitelial plana, asi como lesiones in
situ lobulillares, estas lesiones se identifican con frecuencia en el contexto de IBC-
NST ER-positivo, y a veces representan una gran proporcion de los hallazgos de
imagen iniciales(17). Los canceres asociados con mutaciones de la linea germinal

BRCAZ2 a menudo son ER positivos.

Histologia de los canceres positivos para HER2: estos canceres de mama suelen
ser de alto grado histoldgico y con frecuencia se asocian con antecedentes de CDIS
de comedodn de alto grado. Los canceres positivos para HER2 suelen tener nucleos
muy pleomdrficos y un citoplasma eosinofilico mas abundante que los canceres
triple negativos, lo que a veces da a las células una apariencia vagamente apocrina.
La proliferacion es alta, pero mas baja en promedio que en los canceres triple
negativos (en el rango de 20 a 60%)(18). Los patrones de crecimiento tipicos son
cordones infiltrantes o nidos solidos de células, pero ocasionalmente se observan

patrones de una sola fila.(17)

CARACTERISTICAS MOLECULARES

Amplificaciéon de HER2

En la actualidad existen diferentes técnicas para identificar la amplificacion del gen
HERZ2(19). La hibridacion in situ fluorescente (FISH) se considera el estandar de
oro(20). Otras variantes de la técnica son la hibridacién in situ cromogénica (CISH)
y la hibridacién in situ con plata (SISH), que pueden ser sencillas (basandose
solamente en la deteccion de HER2) o duales (basandose en la relaciéon de HER2

y el centromero del cromosoma 17)(21). Se debe buscar la amplificacion de HER2



en los casos que resulten indeterminados (positivo 2+) por IHQ(22). Se pueden
emplear las técnicas de CISH o SISH siempre y cuando se haya realizado un
proceso de validacion de estas en paralelo con la técnica de FISH y se haya
demostrado una concordancia de al menos el 95% entre la FISH y otra metodologia.

Criterios de interpretacion de las reacciones de hibridacion para HER2

Los siguientes lineamientos disminuyen la probabilidad de errores en la
interpretacion:

* En el corte del tumor con H-E se debe seleccionar la zona de carcinoma invasor,
el estudio no se realizara en areas de carcinoma in situ.

* Inicialmente se evalua el control, si no es adecuado debe repetirse la prueba.

» Debe hacerse una evaluacion global del caso y contar un minimo de 20 células
neoplasicas para SISH o CISH y 40 para FISH, en por lo menos dos campos
diferentes de carcinoma invasor.

En caso de haber areas con y sin amplificacion, han de contarse por separado(14).
Se debe informar como amplificado con una nota que especifique que hay zonas

sin amplificacion(23)

Puntos de corte para FISH y SISH dual

» Positivo. Razon HER2/CEP 17 >2. « HER2/CEP 17 <2 pero con una cuenta
absoluta de HER2 por nucleo >6. * Indeterminado. Razén HER2/CEP 17 <2 y con
una cuenta absoluta de HER2 poo nucleo > 4 y <6.

Negativo. Razén HER2/CEP 17 <2 y una cuenta absoluta <4 negativo.(14)

Puntos de corte para CISH sencilla



» Positivo: >6 copias/nucleo. ¢ Indeterminado: de 4 a 6 copias/nucleo (en dos

conteos). * Negativo: >4 copias/ nucleo (14)

Se recomienda usar preferentemente sistemas duales.

En las siguientes situaciones poco habituales, se recomienda:26

» En reacciones de sonda sencilla, si el conteo de sehales es >4 pero
<6, repetir el estudio con sondas duales

» En reacciones de sondas duales, en las situaciones que se enlistan
a continuacion, se sugiere realizar IHQ en ese mismo tejido. Si el
laboratorio que realiza la hibridacion no fue el mismo que realiz6

la IHQ, con base en la repeticion de la IHQ, se informa el estatus
positivo (3+), o negativo (0 o 1+) del caso; pero si confirma ser 2+,

se realiza una nueva interpretacion, bajo ciego, por otro observador. Esta también
justificado realizar IHQ o hibridacion en bloques

adicionales del caso(24)

Si la nueva evaluacion arroja nuevamente alguna de estas situaciones poco
habituales, se informa de la siguiente manera:

* Relacion HER2/>CHR 17 <2.0, pero el promedio de sefales de

HERZ2 = 6: positivo.

* Relacion HER2/>CHR 17 <2.0, pero el promedio de sefales de

HERZ2 = 4 y <6: negativo.

* Relacion HER2/>CHR 17 22.0, pero el promedio de sefiales de

HER2 <4: negativo.

En todos los casos se realiza un comentario de la escasa evidencia en

este tipo de situaciones.(15)



CLASIFICACION MOLECULAR DEL CARCINOMA MAMARIO Y SU
APROXIMACION CON INMUNOHISTOQUIMICA

El trabajo de medicina traslacional sobre los cuatro fenotipos moleculares del cancer
de mama (luminal, con sobrexpresion de HER2, fenotipo basal y el similar a mama
normal) definidos inicialmente mediante gendmica ha permitido aproximarse a esta
clasificacion mediante metodologias mas accesibles como la IHQ, empleando
marcadores como RE, RP y HER2(3).

Luminal A RE +, RP >20 %, Ki 67 < 20 %, Grado
_ histolégico 1 0 2 y HER 2 -

Luminal B (HER 2 -) RE +, HER 2 -, RP < 20% o0 Ki67 >20%
_ Grado histoldogico 3

Luminal B (HER 2 +) RE +, HER 2 +, RP y Ki 67 cualquier

HER 2 HER2 +,RE-yRP -

Triple negativo RE -, RP —y HER 2-




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia o ausencia de receptores Her 2 puede y debe determinarse debido a
gue el tratamiento anti Her 2 otorga a las pacientes afectadas con carcinoma invasor
de mama mayor probabilidad de supervivencia. Existen diversas técnicas para la
determinacién estos receptores, la mas aceptada es la tincion de
inmunohistoquimica sin embargo cuando esta técnica resulta en un score 2 +
indeterminado (debido a la desdiferenciacion propia de la lesion, alteraciones en la
fijacion o procesamiento del tejido, procesos técnicos o interpretacion del
especialista en patologia) es necesario continuar mediante determinacion por

amplificacion con técnicas de hibridacion in situ.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual es el resultado de la hibridacion in situ en pacientes con carcinoma invasor
de mama HERZ2 indeterminado atendidas en el HEP durante 2020 a 20227



3. JUSTIFICACION

Si bien el uso de la inmunohistoquimica es util para la identificacion de los
receptores que se encuentran en el epitelio de mama. La expresion de los
receptores tipo HER2 con resultado 2+ (indeterminado) que son clasificados por
microscopia optica son corroborados con su determinacion por hibridacion in situ.
Este es un proceso que eleva el costo y tiempo de diagndstico, sin embargo otorga
beneficios y oportunidades de tratamiento para las pacientes afectadas. Es por eso
gue es de suma importancia para el tratamiento y prondstico de las pacientes con
Diagnostico de Carcinoma invasor de mama investigar los resultados que fueron
diagnosticados como HER 2 indeterminado y su resultado por hibridacion in Situ.
En nuestro pais el carcinoma invasor de mama es un problema de salud publica de
gran relevancia y la primera causa de muerte en mujeres a partir de la cuarta década
de la vida. El cancer de mama tiene un comportamiento biol6gico muy heterogéneo
de acuerdo con la poblacién afectada.

La clasificacion molecular (Luminal) es de utilidad pues en base a la presencia de
receptores hormonales y her 2 permite que se determine el tratamiento del que las
pacientes se pueden beneficiar. Asi mismo conocer la tendencia del estatus de Her
2 en pacientes atendidas en el HEP sirve para establecer un antecedente en favor

al diagnéstico de esta patologia en nuestra poblacion.



4. HIPOTESIS

Al ser un estudio descriptivo, no se requiere hipétesis



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Identificar el resultado de la hibridacion in situ en pacientes con carcinoma invasor

de mama HER2 indeterminado atendidas en el HEP durante 2020 a 2022

5.2. Objetivos especificos

Identificacion de Pacientes con diagnéstico de Carcinoma Invasor de Mama Her 2

indeterminado

Evaluacion del resultado de Expedientes con Diagnostico de Carcinoma Invasor de

Mama Her 2



6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Tipo de estudio

Material y métodos:

El estudio se caracteriz6 por ser de tipo descriptivo, lo que implicé un enfoque
detallado en la observacion y andlisis de un fenbmeno especifico. En cuanto a su
temporalidad, se clasifico como transversal, ya que se llevo a cabo en un solo
momento en el tiempo, permitiendo una instantanea de la situacion.

La recoleccién de datos se realizé de manera ambilectiva, lo que significé que se
utilizaron maltiples métodos para obtener informacién, garantizando asi una mayor
rigueza en los datos recopilados. Ademas, el estudio es unicéntrico, lo que indica
gue se centro en una unica institucion para su desarrollo. Finalmente, la poblacion
estudiada fue homodémica, por lo que se compone de individuos con caracteristicas

similares, facilitando una comparacion mas directa entre ellos.

6.2. Ubicacion temporal
El estudio se llevo a cabo en el servicio de Anatomia Patoldgica de la la Unidad
Médica de Alta Especialidad Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional
General de Division “Manuel Avila Camacho” de la ciudad de Puebla, durante el
periodo de 2022 a 2024.

6.3. Estrategia de trabajo
A partir del asentimiento del presente protocolo se comenzé con la recoleccion de
la muestra. Los datos se adquirieron de la base de datos del archivo del servicio de
Anatomia Patologia y del archivo clinico. Una vez obtenidos los reportes
histopatoldgicos y reporte de Fluorescencia por hibridacion in Situ, se vaciaron los
datos en hojas de recoleccion y se realizaron analisis descriptivos de los resultados,
analisis estadisticos y, finalmente, discusion y conclusiones. Se uso base datos

preliminares en hojas de calculo de Excel y programa estadistico SPSS.



6.4. MARCO MUESTRAL

6.4.1 Universo de estudio
El estudio se realiz6 en pacientes diagnosticadas con Carcinoma de mama durante
el periodo establecido entre Enero de 2020 y Diciembre 2022

6.4.2  Sujetos de estudio
Pacientes que fueron diagnosticadas con Carcinoma Invasor de mama y lesiones
en mama con estudios de inmunohistoquimica de perfil de mama (RE, RP,HER2) y
determinacién por hibridacién in situ durante un periodo establecido entre Enero de
2020 y Diciembre 2022

6.4.3 Criterios de seleccion

6.4.3.1 Criterios de Inclusiéon

Pacientes femeninas derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social,
con antecedentes de mastectomia (simple, conservadora o radical modificada),
lumpectomia o biopsia por aguja de corte grueso. Ademas, se incluyeron casos con
revision de laminillas y reporte histopatologico de carcinoma invasor de mama con
receptor HER 2 indeterminado (2+), asi como aquellas con reporte histopatologico
de lesiones en mama con receptor HER 2 positivo, y los informes de hibridacién in
situ, que ofrecieron una vision detallada del comportamiento molecular de las

lesiones.

6.4.3.2 Criterios de exclusién

Pacientes no derechohabientes al Instituto Mexicano del Seguro Social, ausencia
de datos clinicos completos, falta de reporte histopatolégico, asi como la ausencia
de reporte de hibridacion in situ. Ademas, se excluyeron aquellos casos en los que

la revision de laminillas no contaba con los bloques de parafina necesarios.



6.4.3.3 Criterios de eliminacioén

Los reportes histopatoldgicos, las laminillas y los blogues de parafina que habian
sido erroneamente clasificados, presentando tejido discordante.

6.5 DISENO Y TIPO DE MUESTREO

Se realizo un muestreo no probabilistico

6.6 TAMANO DE LA MUESTRA

Se recolectaron todos los reportes de anatomia patologica que contenian
diagnostico de carcinoma de mama invasor HER2 indeterminado (2+) y lesiones en
mama, o lesiones sugestivas de lesion primaria en mama, con inmunohistoquimica
HER2 y su resultado de fluorescencia por hibridacion in situ. Esta recoleccion
abarco a pacientes atendidas en el CMN Manuel Avila Camacho, en un periodo
comprendido entre enero de 2020 y diciembre de 2022. Durante este tiempo, se
sistematizaron los informes para garantizar que solo los casos que cumplian con los
criterios establecidos fueran incluidos en el analisis, permitiendo asi una evaluacion

mas precisa de los resultados obtenidos

6.7 ANALISIS DE DATOS

El andlisis de los datos consistio en la utilizacion de técnicas estadisticas tanto
inferenciales como descriptivas, con el objetivo de obtener una descripcion
completa de los resultados relacionados con el carcinoma invasor de mama HER2
indeterminado y su resultado de fluorescencia por hibridacion in situ en pacientes
atendidas en el CMN 'Manuel Avila Camacho', durante el periodo comprendido entre
enero de 2020 y diciembre de 2022.



Se emplearon medidas estadisticas descriptivas, tales como frecuencias,
porcentajes, media, desviacion estandar, mediana y rango intercuartilico, para

ofrecer una vision clara de los resultados obtenidos.

Ademés, se aplicaron técnicas estadisticas inferenciales, como pruebas de
hipotesis, analisis de regresion y correlacion, con el fin de evaluar la relacion entre
las variables de resultado por inmunohistoquimica y el resultado de fluorescencia
por hibridacién in situ. Se buscé determinar si existian diferencias significativas entre

ambos resultados y explorar su posible conexion.

Los resultados del analisis de datos fueron presentados en tablas y gréficos,
facilitando la comprension y visualizacion de los hallazgos. Asimismo, se realizo una
discusion detallada sobre los resultados, en relacién con los objetivos especificos
del estudio, y se compararon con los hallazgos de otros estudios previos en la
literatura cientifica, con el proposito de contextualizar los resultados dentro del

estado actual del conocimiento.



7. ASPECTOS ETICOS
El estudio fue aprobado por el Comité Local de Salud. El protocolo fue disefiado

siguiendo los lineamientos establecidos en los siguientes cddigos:

Reglamento de la Ley General de Salud: De acuerdo con el reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, especificamente en los
titulos primero al sexto y noveno, 1987.

Norma Técnica No. 313: Referente a la presentacion de proyectos e informes
técnicos de investigacion en las instituciones de atencion a la salud.

Reglamento Federal: Titulo 45, seccidn 46, el cual se ajusta a las buenas practicas
clinicas.

Declaracion de Helsinki: Establece los principios técnicos para las investigaciones
médicas en seres humanos, con su ultima revision realizada en Escocia, en octubre
de 2000.

Ademas, se siguieron los principios éticos establecidos por la Asociacion Médica
Mundial, basados en la Declaracion de Helsinki, que estipula que todos los sujetos
en estudio firmarian un consentimiento informado, en el que se detallan los alcances
del estudio y la autorizacion para utilizar los datos obtenidos en presentaciones y

publicaciones cientificas.

En todo momento, se garantiz6 el anonimato de los participantes, y los datos

recolectados se utilizaron exclusivamente con fines cientificos.

Este estudio fue clasificado como investigacion sin riesgo.



8. RESULTADOS

De las 289 pacientes a las que se les diagnostico lesibn en mama o sugestiva de
lesion primaria en mama y alguna variante de carcinoma mamario con perfil de
mama por inmunohistoquimica (RE, RP, HER2, Ki 67) en un periodo de 3 afios
(2020-2022). La edad minima fue de 26 afios, y la edad maxima de 98 teniendo la
muestra una edad promedio de 57 afios.

Gréafico 1. Numero de pacientes muestreados del aflo 2020-2022

289

95

2020 2021 2022 TOTAL

El diagnostico histopatolégico de las lesiones se realizé mediante las directrices
proporcionadas por la OMS y mediante los protocolos de reporte de cancer del
College of American Pathologists (CAP), teniendo 19 variables para el diagnostico.
Es importante sefialar que las neoplasias con diagnostico distinto al Carcinoma
mamario (Carcinoma de colon, Carcinoma en piel, Carcinoma pobremente
diferenciado, Metastasis ganglionar sin neoplasia residual, Metastasis de carcinoma
pobremente diferenciado, Carcinoma metaplasico con diferenciaciéon escamosa)
expresaron cierto grado de Her 2 por inmunohistoquimica y debido al contexto

clinico de la lesion o bien su evaluacion morfolégica fueron incluidas en este estudio.



Grafico 2. Diagnosticos por Estudio Histopatologico.
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Siendo las lesiones mas frecuentes el Carcinoma invasor NOS Grado 2 (76%),

seguido del Carcinoma invasor NOS Grado 3 (14.29%), Carcinoma invasor NOS

Grado 1 (5.13%), Metastasis de carcinoma de mama (2.20%), Metastasis de

carcinoma poco diferenciado (1.10%), Mastopatia fibroquistica (0.73%).



Grafico 3. Diagndsticos Histopatologicos mas Frecuentes.
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La evaluacion de los diferentes tipos de muestra aporto una calidad distinta al
diagnostico histopatolégico siendo algunas mas detalladas que otras. En este
analisis se creo6 un rubro denominado “No especificado” en el cual se incluyeron las
muestras que presentaban discordancia con la solicitud del estudio y el etiquetado
de la misma, discrepancia en la lateralidad referida, discrepancia en la referencia de
la muestra y el material recibido en las revisiones de laminillas por mencionar
algunos ejemplos. Debido a la técnica quirdrgica utilizada o al tratamiento se
separaron y se clasificaron procedimientos como mastectomia total, mastectomia
radical y mastectomia radical modificada en rubros distintos y también siendo
distinguidos por su lateralidad cuando era referida (derecha, izquierda, lateralidad

no especificada). Los procedimientos denominados como lumpectomia,




cuadrantectomia y cirugia conservadora de mama fueron englobados en los
aparatados de tumorectomias correspondientes (derecha, izquierda, lateralidad no

referida).

Tabla 1. Frecuencia de procedimientos por afo.

FRECUENCIA PROCEDIMIENTOS POR ANO
Procedimientos 2020 2021 2022 TOTAL

Biopsia Trucut lateralidad no referida 10 5 0 15
131
2
40

=
[ee]

No especificado 66 47
Mastectomia radical derecha
Revision de laminillas 27

Mastectomia izquierda

©

Biopsia de mama derecha

~
=
N

Biopsia de mama izquierda

=
N
=
~

Mastectomia radical modificada derecha
Tumorectomia de mama derecha

Biopsia por Arpén de mama lateralidad no referida
Mastectomia radical modificada lateralidad no referida
Tumorectomia de mama lateralidad no referida
Tumorectomiay diseccion axilar lateralidad no referida
Mastectomia radical modificada izquierda
Tumorectomia de mama izquierda

Mastectomia radical izquierda

Mastectomia lateralidad no referida

Biopsia supraclavicular

Biopsia Trucut de mama izquierda

Biopsia toréacica

Biopsia Trucut de mama derecha

Biopsia de mama lateralidad no referida

Biopsia de lesién hepética

Citologia de liquido pleural

Biopsia de region frontal izquierda
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Biopsia de mediastino




Los procedimientos realizados més frecuentes en la recopilacion de este estudio
fueron: No especificado (45%), Revision de laminillas (14%), Mastectomia radical
modificada derecha (6%), Biopsia trucut de lateralidad no referida (5%), Biopsia de
mama izquierda (4%), Biopsia de mama derecha (3%), Mastectomia radical

modificada izquierda (3%).

Gréafico 4. Procedimientos mas Frecuentes
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Los resultados por inmunohistoquimica de Her 2 se ordenaron conforme a su
valoracion Histopatoldgica y se clasifico 2 formas para denominar negativa la
expresion del receptor, siendo “Her 2, negativo” (correspondiente a Score 0 en la
valoracion por microscopia 6ptica) y “Her 2 +, negativo” (correspondiente a Score
1+ en la valoracion por microscopia éptica) pues aungue ambos son negativos el
comportamiento biolégico y molecular de la lesion es distinto. En este apartado de
igual manera se cre6 un rubro denominado como “No especificado” cuando debido
a las caracteristicas del tejido problema (artificios mecanicos, artificios de
procesamiento, escasa celularidad, expresion en lesiones localizadas en mama

pero con morfologia sugerente de lesion primaria distinta, expresion en metastasis



de carcinomas poco diferenciados) o del tejido control (falta de reaccion en el tejido
control, tejido control inadecuado o falta de tejido control) no era posible confirmar
0 descartar la reactividad del tejido problema a HER 2. Asi mismo el rubro “no
valorable” comprende resultados en los que la expresion en las células estaba
presente pero incumpliendo los criterios diagndsticos. Se observo una mayor
frecuencia el resultado indeterminado (80%), seguido del no especificado (9%), Her

2, negativo (5%), Her 2, positivo (4%), Her 2+, negativo (1+), Her 2 no valorable.

Tabla 2. Resultado por inmunohistoquimica

Resultado por inmunohistoquimica

Resultado por inmunohistoquimica HER 2 2020 2021 2022 TOTAL
Her 2, Indeterminado 83 102 47 232
No especificado 10 13 3 26

Her 2, Negativo 2 8 4 14

Her 2+, Negativo (1+) 0 3 0 3

Her 2, Positivo 0 9 3 12

Her 2, No valorable 0 2 0 2

Gréfico 5. Resultado por inmunohistoquimica de HER 2

m Her 2, Indeterminado
s No especificado
m Her 2, Negativo
m Her 2, Positivo
s Her 2+, Negativo (1+)

s Her 2, No valorable




El estudio de amplificacion por hibridacién in Situ se realiza de forma subrogada
fuera de la unidad los resultados para este estudio pueden ser: Amplificado
(Positivo), Sin amplificacion (Negativo), Indeterminado, esto ocurre cuando aun con
la continuacién del estudio no es posible determinar la presencia o ausencia de los

receptores para HER 2 en la célula. Los resultados del rubro “no valorable

corresponden a ausencia de tejido neoplasico o ausencia de componente invasor.

Teniendo como resultados en orden descendente de frecuencia: Sin amplificacion
(78%), No valorable (14%), Amplificado (8%)

Tabla 3. Resultado para amplificacion HER2

Resultado para amplificacion HER 2 2020 2021 2022 TOTAL
Sin amplificacion, Negativo 72 105 48 225
No valorable 11 22 7 40
Amplificado, Positivo 12 10 2 24

289

Resultado para amplificacion HER 2

m Sin amplificacién, Negativo
s No valorable

s Amplificado, Positivo




9. DISCUSION

La mayor parte de los resultados de inmunohistoquimica (IHC) arrojaron un
resultado HER2 indeterminado esto pudo deberse a algunos factores propios de la

lesion o del material analizado.
Factores que Afectan la Indeterminacion:

Variabilidad Tumoral: La heterogeneidad en la expresién de HER2 dentro del tumor

puede dar lugar a resultados indeterminados.

Calidad de la Muestra: Muestras de baja calidad o deterioradas pueden resultar en

una expresion subdptima de la proteina.

Por otra parte la mayoria de las muestras con resultado HERZ2 indeterminado a las

gue se les realizo Hibridacion in situ fueron negativas.
Resultados Negativos en Hibridacion In Situ (ISH):

Interpretacion de ISH: Los resultados de ISH se consideraron negativos si no habia
amplificacion del gen HER2, lo que indico que el tumor no tenia la alteracion

genética que justificase el tratamiento con terapias dirigidas a HER2.

En lo que corresponde a la literatura la Correlacion entre Resultado
Inmunohistoquimica Indeterminado y Amplificacién por Hibridacién in Situ Negativo
encontré6 que un porcentaje significativo de resultados indeterminados en IHC
correlaciona con resultados negativos en ISH. Esto sugirié que, en algunos casos,
la baja expresion de HER2 observada en IHC podria ser indicativa de la falta de

amplificacion del gen.

Esta variabilidad se debi6 a los mecanismos biolégicos propios de la neoplasia pues
la expresion de HER2 en la superficie celular no siempre refleja la presencia de
amplificacion del gen. Tumores con sobreexpresion de la proteina pueden no tener

amplificacion genética, y viceversa.

Las implicaciones clinicas que esto conlleva dan lugar a un cambio en la toma de

decisiones terapéuticas.



La identificacion de resultados indeterminados en IHC y negativos en ISH es crucial,
ya que estos pacientes no calificarian para tratamientos como trastuzumab, que se

utilizan en tumores HER2 positivos.

Un manejo adecuado de estos casos implica considerar alternativas terapéuticas

basadas en el perfil molecular y otros factores clinicos.

Estos resultados requerirdn de reevaluacién y seguimiento en pacientes con
resultados indeterminados, se puede recomendar una reevaluacion o el uso de
técnicas adicionales como la secuenciacién del ADN o pruebas de mutacién para

entender mejor la biologia del tumor.



10. CONCLUSION

La relaciéon entre los resultados indeterminados en IHC y negativos en ISH es
compleja y critica para el manejo del cancer de mama. La interpretacion cuidadosa
de estos resultados y la implementacién de estrategias diagndsticas adecuadas son

esenciales para ofrecer el tratamiento mas efectivo a los pacientes

Se debe establecer protocolos claros para la interpretacion de IHC y ISH pues esto
puede ayudar a reducir la tasa de indeterminacion para lograrlo la capacitacion del

personal en las técnicas de IHC y ISH es fundamental.

Algunos estudios han evaluado cohortes de pacientes con cancer de mama,
encontrando que aquellos con resultados indeterminados en IHC tienen una
probabilidad significativa de ser negativos en ISH, como asi mismo se observo en
este estudio, lo que refuerza la importancia de realizar ambas pruebas y considerar

sus resultados en conjunto.

Asi mismo se debe lograr una integracion mas cercana en el manejo
interdisciplinario de estos padecimientos teniendo una adecuada comunicacion
entre todos los involucrados principalmente entre los Médicos Tratantes y Médicos
Anatomopatologos para evitar sesgos u omision en la informacién que podria ser
de vital importancia para el diagnostico y posteriormente tratamiento de las

pacientes afectadas
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12. ANEXOS

Hoja de recoleccion de Datos

Nombre

Diagnostico

Procedimiento Realizado

Resultado por inmunohistoquimica Her
2

Resultado para amplificaciéon Her 2




Algoritmo para la interpretaciéon de la tincion por Inmunohistoquimica HER2

en carcinoma invasor de mama

Any membranous staining present?

¢ |
No membranous
staining (at 40x)
Membranous
staining present
Negative (0)
Completeness: Completeness:
Incomplete Complete
Intensity: Intensity: it Intensity:
Faint/Barely perceptible in >10% Weak/Moderate in >10% Strong/‘chicken-wire” in >10%
(40x power required to detect) (visualized on 10-20x power)
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PROCEDIMIENTO PARA TINCION DE INMUNOHISTOQUIMICA HER 2

PROTOCOLO MANUAL DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA HER-2 Novolink Max
Polymer Detection System .

1.
2.

© N o O

9.

Se realizan cortes de 3-4 um. Secar a 60°C por 1 hora o a 37°C toda la noche.
Desparafinar cortes en 2 bafios de xilol por 5 minutos cada uno. (Usar Xilol
nuevo)

Hidratar en: 2 bafos de alcohol 100° por 3 min c/u 2 bafos de alcohol 95° por
3 min c/u Bafo de agua corriente por 30 segundos.

Recuperacion Antigénica en bafio termorregulado: Diluir 1:10 solucion
recuperadora (epitope retrieval solution 10X, Novolink). Precalentar la
solucion recuperadora, hasta que alcance los 90-95°C. Constatar la T°
interior del copling y colocar los portaobjetos en solucion recuperadora.
Incubar por 40 min a 95-99°C.

Dejar enfriar por al menos 20 minutos a T° ambiente (20°C).

Lavar en buffer (1:10) 2 veces por 3 min c/u.

Demarcar zona de tejido con lapiz hidréfobo y mantener cortes en buffer de
lavado.

Bloqueo de peroxidasa por 5 minutos a T° ambiente (20°C).

10.Realizar 2 lavados de 3 min c/u con buffer de lavado.

11.Incubacion con Ac primario: por 30 min a T° ambiente.

12.Realizar 2 lavados de 3 min c/u con buffer de lavado.

13.Incubar con reactivo de visualizacion por 40 min a T° ambiente.

14.Realizar 5 lavados de 2 min c/u con buffer de lavado.

15.Revelar con solucion buffer — sustrato mas DAB: 1 gota cromdgeno en 1 ml

de buffer DAB.

16.Lavado abundante en agua destilada

17.Contraste: Hematoxilina 3 minutos Lavado agua corriente 1 minuto Alcohol

acido 1% por 1-2 segundos Lavado agua corriente 1 minuto Acido Borico 2%

(bdérax) 1 minuto Deshidratar en 2 bafios de alcohol, uno 95° y otro de 100°.

Aclarar en 3 bafos de Xilol. Montaje con medio hidr6fobo



PROCEDIMIENTO PARA AMPLIFICACION POR HIBRIDACION HER 2

1.-Se realiza estudio de SISH automatizado (VENTANA BENCHMARK XT®) en
cortes desparafinados.

2.- Se utiliza sonda dual con plata de Her 2 neu / Centromero 17 (sonda dual
INFORM® VENTANAY¥).

3.- Las preparaciones se observan en microscopio de luz (Nikon 80i).

4.- Se digitalizan las imagenes (Nikon DS-Fil)

5.- Se revisan en analizador de imagenes (NIS Elements 2.1).



