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ORIGINALES

Valor pronostico

de la sobreexpresion

de HER-2 en pacientes

con carcinoma de mama
precoz de alto riesgo tratadas
con quimioterapia a dosis altas

Prognostic value of HER-2
over-expression in women with
high-risk early stage breast cancer
treated with high-dose chemotherapy

SUMMARY

Purpose: The objective of the present study was to retrospectively assess the
prognostic value of HER-2 expression in a sub-group of patients with early,
high-risk breast cancer treated with high-dose adjuvant chemotherapy.
Methods: paraffin blocks of the primary tumor were obtained from

62 appropriate patients. Sections were independently assessed by two
pathologists (MJP and JPR) who were blinded with respect to clinical results.
Immunohistochemistry on tissue sections was with the commercially available
HercepTest (Dako®). Other variables included in the association analysis of
patient survival were tumor size, axillary node involvement, histological grade,
nuclear grade, steroid hormone receptor expression and age.

Results: HER-2 expression was 3+ in 12 (19%), 2+ in 9 (14 %), 1+ in 10 (17 %)
and 0 in 31 cases (50 %). Overexpression of HER-2 (score 3+) was statistically
significantly associated with negative hormonal receptor expression (p = 0.03)
and with high nuclear grade (p = 0.02) but no significant associations were
observed with tumor size, node involvement, histological grade, nor age. The
findings were similar when the statistical analyses employed HER-2 values

of 2+ and 3+ as “positive”. Only overexpression (score 3+) of HER-2 was
significantly associated with a lower disease-free survival (p = 0.05) but not
with overall survival (p = 0,75).

Conclusions: Overexpression of HER-2, as measured by the HercepTest is

a predictive factor of disease free survival in patients with high-risk primary
breast cancer treated with high-dose chemotherapy.
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INTRODUCCION

HER-2 es un miembro de la familia de receptores de
factores de crecimiento epidérmico. Esta familia esta
constituida por cuatro receptores tirosin-kinasa situados
en la membrana citoplasmatica y estan codificados por
genes individuales pero muy similares. HER-2 es un im-
portante mediador en los procesos de proliferacion y di-
ferenciacion celular’ y se encuentra sobreexpresado en
el 15-30 % de los carcinomas infiltrantes de mamaz2. Tras
su descubrimiento, el gen HER-2 ha adquirido gran im-
portancia clinica debido al reconocimiento de que su am-
plificacién y la sobreexpresién de la proteina que codifica
en tumores mamarios, condiciona un peor pronéstico en
pacientes con cancer de mama3. Estos resultados han
sido confirmados en pacientes con carcinoma de mama
precoz con ganglios positivos*5. En el subgrupo de pa-
cientes con alto riesgo de recidiva, tratadas con quimio-
terapia a dosis altas y autotrasplante de progenitores he-
matopoyéticos, la sobreexpresién de HER-2 también se
ha mostrado como un factor prondéstico negativo e inde-
pendiente, condicionando menores tasas de superviven-
cia libre de enfermedad y de supervivencia global®.

El estudio inmunohistoquimico con el anticuerpo po-
liclonal de Dako, denominado HercepTest ha sido pro-
puesto como un método seguro para determinar la
sobreexpresién de la proteina HER-2 en tumores ma-
marios y su validez ha sido confirmada cuando ha sido
comparado con la determinacién de la amplificacién gé-
nica mediante hibridacién in situ fluorescente (FISH)”.

A pesar de los avances en la informacién prondstica
en pacientes con cancer de mama, la mayoria de los es-
tudios sobre el valor prondstico de la sobreexpresién
de HER-2 han sido retrospectivos. El hallazgo de HER-2
como factor predictivo de la respuesta a la quimioterapia
y hormonoterapia se basa también en estudios no pros-
pectivos. Se ha sugerido que la sobreexpresiéon de
HER-2 condiciona resistencia a la quimioterapia adyu-
vante tipo CMF??®, asi como que dicha sobreexpresion
incrementa la sensibilidad tumoral a la adriamicina'®'3 y
que estas pacientes mejoran su pronéstico cuando son
tratadas con regimenes adecuados de quimioterapia
adyuvante que contienen adriamicina'®. Respecto a la
hormonoterapia, se ha observado en algunos estudios
clinicos que la sobreexpresion de HER-2 ocasiona re-
sistencia a este tratamiento's'6,

La quimioterapia a dosis altas de consolidacion con
soporte de progenitores hematopoyéticos en el cancer
de mama fue considerada un tratamiento muy prome-
tedor en la pasada década, apoyandose en los resulta-
dos de estudios pilotos y ensayos de fase | y Il. Los re-
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sultados de estos estudios no controlados en los que se
demostraba un beneficio en la supervivencia de las pa-
cientes con carcinoma de mama precoz de alto riesgo,
animaron a muchos investigadores a tratar de este modo
a estas enfermas. Hoy disponemos de datos proceden-
tes de siete ensayos aleatorizados y prospectivos que
han incluido unas 3.000 pacientes en el contexto adyu-
vante, donde el tratamiento de quimioterapia a dosis al-
tas con soporte de progenitores hematopoyéticos ha sido
comparado con diferentes regimenes de quimioterapia
con antraciclinas, mas o menos intensos, pero sin so-
porte hematoldgico. S6lo uno de dichos estudios ha de-
mostrado beneficio en la supervivencia para las pacien-
tes tratadas con quimioterapia a dosis altas'”2'. Mientras
que los resultados definitivos estan pendientes, es posi-
ble que un subgrupo de pacientes pueda beneficiarse
de la quimioterapia a dosis altas. Es muy interesante
identificar nuevos factores pronésticos y predictivos con
objeto de aplicar con mayor seguridad los tratamientos a
que es sometido este subgrupo de pacientes.

La finalidad de este estudio es identificar de manera
retrospectiva el valor pronéstico y predictivo de la sobre-
expresion de HER-2, medido mediante HercepTest, jun-
to a factores pronésticos clasicos como el tamario tumo-
ral, estado ganglionar, receptores de estrégenos (RE) y
progesterona (RP), grados histolégico y nuclear y edad
en las pacientes con carcinoma de mama precoz de alto
riesgo tratadas por nuestro grupo con altas dosis de qui-
mioterapia adyuvante y autotrasplante de progenitores
hematopoyéticos de sangre periférica.

MATERIAL Y METODOS

Han sido revisadas 62 pacientes con los siguientes
requisitos: edad de 60 afios 0 menos, diagndstico his-
topatoldgico de carcinoma de mama obtenido median-
te cirugia, estadio Il o Il con seis 0 mas ganglios axila-
res positivos, adecuada capacidad funcional (ECOG
0-1) y funciones hematopoyética, hepatica, renal, car-
diaca y pulmonar normales. Se excluyeron las mujeres
gestantes, con enfermedad psiquiatrica grave, con se-
gundas neoplasias distintas al carcinoma intraepitelial
de cérvix y carcinoma cutaneo. Siguiendo las normas
del Comité Etico de nuestro hospital, todas las pacientes
otorgaron su consentimiento por escrito antes del trata-
miento y el estudio retrospectivo de HercepTest fue
aprobado con garantias de anonimato de las pacientes.
Las pacientes recibieron 6 ciclos de quimioterapia adyu-
vante FEC: ciclofosfamida 600 mg/m2, 4-epirrubicina
80 mg/m?2 y 5-fluoruracilo 600 mg/m?2 intravenosos (1V)
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cada 3 semanas y un ciclo de quimioterapia a dosis al-
tas con ciclofosfamida 5 gr/m? 1V, etopésido 1,2 gr/m? IV
y carboplatino 1,5 gr/m? IV. Todas recibieron radioterapia
y se prescribié tamoxifeno 20 mg/dia durante 5 afos a
las enfermas con tumores con RE/RP positivos. Las ca-
racteristicas de las pacientes se recogen en la tabla 1.
El estudio inmunohistoquimico con HercepTest (Dako®)
se realiz6 tras obtener los bloques de parafina de los
tumores primarios diagnosticados en nuestro centro y
en los hospitales de referencia, a partir de los cuales se
obtuvieron las secciones histoldgicas. Las muestras fue-
ron analizadas por dos patélogos (M.J.P.G y J.P.R) aje-
nos a los resultados clinicos. Se llevé a cabo tras des-
parafinacion de los cortes tisulares mediante el protocolo
del sistema HercepTest. Se realiz6 recuperacion anti-
génica mediante calor y bloqueo de la peroxidasa en-
dégena. Los cortes se incubaron con el anticuerpo pri-
mario  (anticuerpo de conejo anti-proteina
HER-2 humana) durante 30 minutos, con el reactivo de
visualizacién (EnVision) durante otros 30 minutos vy fi-
nalmente con el sustrato cromoégeno diaminobenzidina.
Los pasos finales incluyeron la contratincion con hema-
toxilina de Mayer y el montaje. El control de la técnica se
realiz6 con preparaciones histolégicas de lineas celula-
res de cancer de mama (MDA-231, MDA-175 y
SKBR-3) que expresan diferentes intensidades de in-
munotincién (0, 1+ y 3+). La evaluacion se realizé me-
diante microscopia 6ptica, asignando puntuaciones del
0 al 3+. El valor de la cuantificacion 0 corresponde a la
ausencia de inmunotincién de membrana, el valor 1+ a
una tincién de membrana débil e incompleta en mas del
10 % de las células tumorales, el valor 2+ a la inmuno-
tincién de intensidad moderada en la totalidad de la
membrana celular en mas del 10 % de las células y la
categoria 3+ a los casos con tincién intensa y completa
de membrana en mas del 10 % de la poblacién tumoral.
Los RE y RP fueron determinados por inmunohistoqui-
mica y considerados positivos cuando mas del 50 % de
los nucleos presentaban tincion de intensidad 1, mas del
35 % presentaban intensidad 2 o més del 20 % presenta-
ban intensidad 3. Los grados histoldgico y nuclear fueron
determinados segun los criterios clasicos de Bloom y Ri-
chardson modificados?. El tamafio tumoral y los ganglios
fueron clasificados de acuerdo con el sistema TNM?,
Las variables para el analisis estadistico fueron el sta-
tus HER-2 (positivo: puntuacion 3+, repitiendo la eva-
luacién considerando positivo la puntuacién 2+ y 3+), ta-
marfo tumoral (T1-T2 o T3-T4), nimero de ganglios
axilares metastatizados (6-10 o > 10), grado histolégico
(1-2 0 3), grado nuclear (1-2 o 3), status RE/RP combi-
nado (positivo o negativo) y edad (< 35 o > 35). Se ha

TABLA 1
CARACTERISTICAS DE LAS PACIENTES

Edad mediana 43 afios
Rango 25-60 afos
Tipo histolégico
Ductal 55 (89 %)
Lobulillar 6 (10%)
Mixto 1(1%)
Estadio
II-A 6 (10%)
1I-B 26 (42%)
I-A 25 (40%)
I-B 5 (8%)
Tamafo tumoral
Media 3,9cm
Rango 1-7cm
Ganglios
Mediana 10
Rango 6-44
6-10 32
>10 30
Grado histologico
1 1(4%)
2 39 (69 %)
3 15 (27 %)
Grado nuclear
1 4 (7 %)
2 33 (59 %)
3 19 (34 %)
RE/RP
Positivos 37 (59 %)
Negativos 25 (41 %)

analizado la asociacién de las variables con la expresién
de HER-2. Se ha utilizado el test de la chi cuadrado para
las variables cualitativas y el test de la t-student para va-
riables cuantitativas. La duracion del seguimiento fue
computada desde la fecha de la quimioterapia hasta el
primer evento (recurrencia o muerte) o hasta el ultimo
contacto y fue analizado como supervivencia libre de
enfermedad (SLE) o supervivencia global (SG). En el
analisis de la supervivencia se ha usado el test de Ka-
plan-Meier? para el céalculo del tiempo de SG y de SLE.
Para estudiar la asociacién entre supervivencia y ciertas
variables se ha utilizado el test de Log-rank?.

RESULTADOS

La expresion de HER-2 fue 3+ en 12 casos (19 %),
2+ en 9 casos (14 %), 1+en 10 casos (17%) y 0 en
31 casos (50 %). Todos los casos de carcinoma lobulillar
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TABLA 2

ANALISIS UNIVARIANTE DE LAS VARIABLES
EN RELACION CON LA SUPERVIVENCIA LIBRE
DE ENFERMEDAD Y SUPERVIVENCIA GLOBAL

Caracteristicas SLE (%) p SG (%) p
Tamarno tumoral 0,31 0,46
T1-T2 58 80
T3-T4 52 69
Ganglios axilares 0,87 0,53
6-10 56 79
>10 55 75
Grado histolégico 0,93 0,67
1-2 52 78
3 61 73
Grado nuclear 0,87 0,65
1-2 58 74
3 58 83
RE/RP 0,06 0,28
Positivos 65 70
Negativos 39 82
Edad 0,97 0,88
<35 57 80
> 35 54 75
HER-2 2+y 3+ 0,09 0,53
Positivo 41 67
Negativo 62 81
HER-2 3+ 0,05 0,74
Positivo 33 70
Negativo 60 77

fueron HER-2 negativo con puntuacion 0. En nuestra
serie la positividad de HER-2 con una puntuacién 3+ se
asocio de forma significativa con la negatividad de
RE/RP (p = 0,03) y con grado nuclear alto (p = 0,02).
Sin embargo, no se observé ninguna asociacion con las
siguientes variables: tamafo tumoral (p = 0,39), nume-
ro de ganglios positivos (p = 0,52), grado histolégico
(p=0,46), y edad (p = 0,30). Cuando se realiz6 el mis-
mo andlisis considerando como HER-2 positivo todos los
casos con puntuacién 2+ y 3+ se obtuvieron resultados
similares: asociacion significativa con negatividad de
RE/RP (p = 0,04) y con grado nuclear alto (p = 0,0001) y
ausencia de asociacion con tamario tumoral (p = 0,32),
numero de ganglios positivos (p = 0,26), grado histologi-
co (p=0,17)y edad (p = 0,47).

La mediana de seguimiento de las pacientes es
37 meses (rango: 5-88 meses). La SG de todo el grupo
esde 75% y la SLE es de 54 % a los 37 meses. En el
andlisis univariante las siguientes variables no tuvieron

100 Rev Senologia y Patol Mam 2003;16(3):97-103

influencia significativa en la SG ni en la SLE: tamafio
tumoral, numero de ganglios, grado histolégico, grado
nuclear y edad. La negatividad de RE/RP esta asocia-
da a menor SLE, pero sin alcanzar significacién estadis-
tica (p =0,06) y no mostrd valor predictivo de la SG
(p=0,28) (tabla 2). La sobreexpresién de HER-2 con
una puntuacién 3+ se asocia de forma significativa con
una menor SLE (riesgo relativo [RR] = 2,24; intervalo
de confianza del 95 %[IC] = 1-5,20; p = 0,05) (fig. 1),
pero no presenta asociacién con la SG (p = 0,74). La so-
breexpresion de HER-2 con una puntuacién 2+ y 3+ se
asocio a una menor SLE, aunque sin alcanzar significa-
cion estadistica (RR=1,94; IC 95% = 0,88-4,26;
p =0,09) y no demostré valor predictivo de la SG
(p =0,53) (tabla 2). Como sélo se identificé una varia-
ble significativa el andlisis multivariante no fue realizado.

DISCUSION

Estan disponibles varios métodos para determinar la
sobreexpresion del gen HER-2 o de la proteina que co-
difica. Los més comunes son la evaluacién de la amplifi-
cacién génica con FISH, que es considerado un test
mas especifico y el estudio inmunohistoquimico del teji-
do tumoral, que se basa en la demostracién de la pro-
teina de membrana en el tejido mediante su reaccion
con anticuerpos especificos. Varios estudios han de-
mostrado que la tincién de la membrana celular en el
andlisis inmunohistoquimico se correlaciona bien con
el contenido de HER-2 medido por otros métodos?6%7,
pero distintos anticuerpos han obtenido resultados dife-
rentes, con amplia variabilidad de la sensibilidad entre
los mismos?. Este hecho sugiere que el método de me-
dida de HER-2 puede ser importante en la prediccién de
los resultados?®, siendo fundamental en los estudios
de esta area analizar si estos diferentes métodos de
medida obtienen resultados comparables. A pesar de
utilizar anticuerpos diferentes, los resultados de nuestro
estudio coinciden con los del publicado por la Universi-
dad de Colorado® en la ausencia de asociacién entre la
sobreexpresion de HER-2 (analizado mediante el anti-
cuerpo CB 11) y el tamafio tumoral y el nUmero de gan-
glios. Hay también coincidencia en el significativo valor
predictivo de la sobreexpresién de HER-2 sobre la SLE
y en la ausencia de prediccién de la SG en el analisis
univariante. En nuestro estudio, ademas, se hall6 una
asociacion significativa entre sobreexpresién de HER-2,
RE/RP negativos y grado nuclear alto.

Los porcentajes de positividad de HER-2 detectados
en nuestra serie (33 % de casos con puntuacién 2+ y
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3+ y 19 % de casos con puntuacion 3+) son equipara-
bles a las tasas de 15-30 % observadas en otros estu-
dios y estan lejos del 60 % de positivos comunicados
con el anticuerpo policlonal de Dako®. No parece, por
tanto, plausible la explicaciéon de que este subgrupo de
pacientes con un fenotipo tumoral mas agresivo (tama-
fio tumoral grande y elevado numero de ganglios axila-
res metastatizados) posea una mayor prevalencia de
sobreexpresién de HER-2.

El subgrupo de pacientes con expresiéon de HER-2
con puntuacién 2+ selecciona casos donde el 75 % ca-
rece de amplificacién génica®, mientras que la mayoria
de los casos con una puntuacion 3+ presenta amplifica-
cion del gen®. Por este motivo, hemos estudiado la aso-
ciacion con la supervivencia de los casos HER-2 positi-
vo fuerte (puntuacién 3+) y de forma separada afadimos
los casos HER-2 positivo débil (puntuacion 2+ y 3+), con
objeto de detectar si la informacion predictiva aumenta-
ba proporcionalmente a la expresion de HER-2, ya que
los peores resultados se obtienen en tumores con altos
niveles de amplificacion®. El hecho de hallar como Gni-
ca variable significativa a la expresion 3+ esta de acuer-
do con dicho planteamiento.

El carcinoma de mama es una enfermedad heterogé-
nea en cuanto a su comportamiento clinico, pero, en ge-
neral, es posible identificar factores predictivos biolégi-
cos y clinicos, como el grado histolégico y nuclear, los
receptores hormonales, el tamarfio tumoral y el estado
nodal que estan bien establecidos y se correlacionan
con la sobreexpresién de HER-23%'. El valor de los dife-
rentes indicadores prondsticos en las pacientes con car-
cinoma de mama locorregional de alto riesgo tratadas
con quimioterapia a dosis altas y autotrasplante de pro-
genitores hematopoyéticos no esté bien establecido.
Bitran et al®? han analizado los patrones de recidiva en
estas pacientes, encontrando que la sobreexpresién de
HER-2 es el Unico factor estrechamente relacionado con
el fallo del tratamiento. En el estudio de Somlo et al*® el
RP negativo fue el Unico factor que influy6 negativa-
mente en la SLE y SG de estas pacientes, hecho que
contrasta con los resultados del analisis de Nieto et al*
que hallan como factores predictivos e independientes
de la SLE a la ratio nodal (nimero de ganglios positivos
entre numero de ganglios aislados), al tamaro tumoral y
a los RE/RP negativos. En nuestro estudio no hemos
podido detectar ningln factor predictivo de peor super-
vivencia, a excepcién de la sobreexpresion de
HER-2 con puntuacién 3+. En las pacientes con carci-
noma de mama metastasico tratadas con quimioterapia
a dosis altas la sobreexpresion de HER-2 mediante in-
munohistoquimica o FISH no estuvo asociada a peor
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Fig. 1. Supervivencia libre de enfermedad de las pacientes
con tumores HER-2 positivo (puntuacion 3+) y negativo (pun-
tuacion 0, 1+y 2+).

pronostico en el estudio publicado por Harris et al*® y si
lo estuvo en otro estudio de Nieto®.

Nuestro estudio tiene las limitaciones del escaso nu-
mero de casos, el corto seguimiento y los sesgos inhe-
rentes a todos los estudios retrospectivos. Sin embargo,
es el primero que evalla el impacto prondstico de la so-
breexpresién de HER-2 analizado mediante Hercep-
Test y encuentra que las pacientes con puntuacion
3+ presentan SLE mas corta. No esté claro el beneficio
de la quimioterapia a dosis altas adyuvante en la super-
vivencia de las pacientes con carcinoma de mama lo-
corregional de alto riesgo, pero es posible, basandose
en nuestros resultados, que la sobreexpresion de
HER-2 sea también en este subgrupo de pacientes un
factor predictivo de pobre supervivencia, obligando a los
clinicos a mejorar sus opciones terapéuticas. Por su-
puesto que son necesarios mas datos que provengan
de ensayos bien disefiados antes de que el status
HER-2 pueda ser empleado en estas pacientes para to-
mar decisiones de tratamiento.
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RESUMEN

Objetivo: La finalidad del estudio es determinar de
manera retrospectiva el valor pronédstico de la sobreex-
presion de HER-2 en el subgrupo de pacientes con car-
cinoma de mama precoz de alto riesgo tratadas con al-
tas dosis de quimioterapia adyuvante.

Métodos: Se obtuvieron los bloques de parafina del
tumor primario correspondientes a 62 pacientes con car-
cinoma de mama locorregional tratadas con quimiote-
rapia adyuvante a dosis altas. Las secciones del tumor
fueron analizadas por dos patélogos (MJPG y JPR) aje-
nos a los resultados clinicos, mediante inmunohistoqui-
mica con HercepTest de Dako®. Se analizé la asociacién
de distintas variables con la expresién de HER-2. Se ha
estudiado la asociacion de la expresion de HER-2 y las
otras variables con la supervivencia.

Resultados: Se hall6 expresion de HER-2 3+ en 12 ca-
s0s (19%), 2+ en 9 casos (14 %), 1+ en 10 casos (17 %)
y 0 en 31 casos (50 %). La sobreexpresion de HER-2 (3+)
se asoci6 de forma significativa con la negatividad de re-
ceptores hormonales (p = 0,03) y con el grado nuclear
alto (p = 0,02), pero no se observé ninguna asociacién
con las otras variables. Cuando se realizé el mismo
analisis considerando como HER-2 positivo todos los
casos con puntuacién 2+ y 3+ se obtuvieron resultados
similares. La sobreexpresion de HER-2 con una puntua-
cién 3+ se asocia de forma significativa con una menor
supervivencia libre de enfermedad (p = 0,05), pero no
presenta asociacion con la supervivencia global
(p = 0,74). No se identificé ninguna otra variable con in-
fluencia significativa en la supervivencia.

Conclusiones: La expresién de HER-2 con puntua-
cién 3+ analizado mediante HercepTest es un factor pre-
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dictivo de la supervivencia libre de enfermedad en pa-
cientes con carcinoma de mama primario de alto riesgo
tratadas con quimioterapia a dosis altas.
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