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Expresión y amplificación del gen HER2 
en el cáncer gástrico avanzado
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HER2 gene amplification and overexpression  
in advanced gastric cancer

Background: Overexpression/amplification of the HER2 gene in advanced gastric 
cancer is a predictor of response to adjuvant therapy with monoclonal antibodies. 
Aim: To determine the frequency of HER2 gene overexpression and amplification 
in advanced gastric cancer. Material and Methods: One hundred nine advanced 
gastric cancer biopsy specimens, from 76 men and 33 women aged 67 ± 14 and 62 
± 12 years respectively, were selected. Three histological patterns (diffuse, intestinal 
and mixed) were recognized. Automated immunohistochemistry was performed 
with monoclonal c-erbB-2 (NCL-356) Novocastra. Fluorescent in situ hybridiza-
tion (FISH) for HER2 was performed in positive cases. Results: In 39% of cases, 
immunohistochemical staining was negative. It was 1+, 2+ and 3+ positive in 15, 
36 and 11% of cases, respectively. It was positive in 16% and 3% of intestinal type 
and mixed carcinomas, respectively. It was negative in all diffuse carcinomas. FISH 
was performed in 39 (2 +) cases and in 11 (3 +) cases. The gene amplification was 
positive in two (2 +) and 11 (3 +) cases (11.9%). The overall concordance between 
immunohistochemical staining and in situ hybridization was 85%. Conclusions: In 
advanced gastric cancer, HER2 gene overexpression or amplification was observed in 
11% and 12% of cases, respectively.

(Rev Med Chile 2013; 141: 1411-1419)
Key words: Gene amplification; HER2, protein, human; in situ hibridization, 

fluorescence; Immunohistochemistry.
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El cáncer gástrico es la segunda causa más 
frecuente de muerte por cáncer en todo el 
mundo y representa  alrededor de 8% del 

total de casos de cáncer y 10% de las muertes por 
todos los tipos de cáncer1-3, y sobre 70% ocurren 
en los países en desarrollo2,3. No obstante, de que 
su incidencia ha ido lentamente disminuyendo 
desde hace décadas, su pronóstico continúa siendo 
pobre4,5. En Chile representa un importante pro-
blema de salud pública, siendo la mayor parte de 
los casos diagnosticados en estadios avanzados y 
con pocas expectativas terapéuticas6,7. En los últi-
mos años el tratamiento quirúrgico asociado con 
quimio y radioterapia ha mejorado las expectativas 
de vida de estos enfermos, lográndose sobrevidas 

sobre 50% en las formas localizadas distales de la 
enfermedad, en cambio, en las formas avanzadas 
y proximales la sobrevida a 5 años no va más allá 
de 10-20%8-11.

En el cáncer gástrico avanzado se ha incorpo-
rado al tratamiento la quimioterapia estándar y  
la terapia con anticuerpos monoclonales como 
el trastuzumab en aquellos casos que presentan 
sobreexpresión o amplificación del gen HER212-14. 
Esto ha permitido abrir expectativas con terapias 
dirigidas a blancos moleculares tal y como se está 
empleando en otros cánceres como el cáncer de 
mama, colon y pulmón15,16.

Entre los cánceres gástricos de origen epitelial, 
se reconocen  dos grandes grupos histológicos: los 
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de tipo intestinal (tumores mejores diferenciados) 
y los difusos (con menor diferenciación), como 
lo señalado en la original clasificación de Lauren 
en 196517,18. Ambos tipos histológicos presentan 
características epidemiológicas, clínicas y morfoló-
gicas diferentes, lo que refleja una patogenia y alte-
raciones genético-moleculares significativamente 
distintas19-21. Entre las principales diferencias que 
se observan entre los adenocarcinomas de tipo 
difuso e intestinal, está la pérdida de la expresión 
del gen de la  E-caderina, cuya proteína se localiza 
en la superficie celular como una molécula de 
adhesión celular esencial para la mantención y 
organización de los tejidos epiteliales22-24.

El gen HER2 es un proto-oncogén localizado 
en el cromosoma 17 que pertenece a la familia 
HER que comprende a cuatro receptores dife-
rentes25. El gen HER2 también llamado: ErbB-2, 
c-erbB2 o Her2/neu, codifica una proteína de 
transmembrana de tipo tirosina-quinasa de 185-
kDa. Estos receptores cooperan en la regulación 
de diferentes procesos, tales como la proliferación, 
la diferenciación, y la supervivencia celular. HER2 
actúa como un oncogén y su amplificación se 
traduce principalmente como una sobreexpresión 
de la proteína. Esta sobreexpresión de HER2 se 
ha relacionado con una mayor agresividad y peor 
pronóstico, al facilitar la proliferación y migración 
de las células tumorales en algunos tumores ma-
lignos26,27. Aproximadamente, 25% a 30% de los 
cánceres de mama sobreexpresan HER2, siendo 
un factor predictivo en la respuesta a la terapia 
con el anticuerpo monoclonal trastuzumab28,29 u 
otros inhibidores del receptor como el lapatinib30. 
En el cáncer gástrico la sobreexpresión de HER2 se 
ha descrito entre 10% y 20%, y su rol como factor 
pronóstico aún está en estudio31. No obstante, de 
algunos resultados contradictorios32, la mayor par-
te de los trabajos recientes apoyan el rol que tiene 
la sobreexpresión y la amplificación del HER2 en la 
evolución del cáncer gástrico, así como la utilidad 
clínica de su determinación para la indicación de 
la terapia con anticuerpos monoclonales contra el 
receptor33-35. Además, la sobreexpresión de HER2 
se ha asociado a enfermedad avanzada, lo que pu-
diese darle un valor pronóstico a la determinación 
HER2 en los tejidos tumorales27,36.

El estatus de HER2 se determina en los tejidos 
tumorales, la sobreexpresión proteica mediante 
técnicas de inmunohistoquímica y la amplifica-
ción del gen a través de la visualización directa del 

número de copias mediante técnicas de marcación 
fluorescente (FISH), y más recientemente con 
técnicas cromogénicas (ISH)37-40.

De la experiencia obtenida en el cáncer de 
mama, se han extrapolado algunas pautas para 
la interpretación de estas determinaciones, res-
tringiéndose la positividad inmunohistoquímica 
a aquellos casos considerados como francamente 
positivos (3+), o bien con técnicas de hibridación 
a los casos con índices de sobre 2,2 señales de 
HER2 por señal centrómerica del cromosoma 
1741,42. Sin embargo, de estas pautas, los criterios 
de positividad para el cáncer gástrico presentan un 
mayor grado de ambigüedad y de dificultad en su 
interpretación, en comparación a los establecidos 
para el cáncer de mama43. La heterogeneidad en 
la sobreexpresión y amplificación de HER2 es un 
problema aún no resuelto. La correlación entre 
técnicas de inmunohistoquímica y FISH se han 
reportado en rangos que fluctúan entre 87 y 93%. 
Nuevas técnicas de análisis de imagen han intenta-
do disminuir las variaciones interpersonales en la 
interpretación y cuantificación tanto de la tinción 
inmunohistoquímica como de la medición de 
señales fluorescentes44.

En nuestro país se realizan determinaciones 
rutinarias de HER2 mediante técnicas de inmu-
nohistoquímica y FISH para el cáncer de mama, 
sin embargo, no existe información publicada en 
cáncer gástrico. El objetivo de este trabajo es deter-
minar la frecuencia y distribución de la sobreex-
presión inmunohistoquímica y amplificación del 
gen HER2 en el cáncer gástrico avanzado.

Material y Método

Casos
Se incluyen en este estudio 109 pacientes con 

adenocarcinomas gástricos primarios en estadios 
avanzados con presencia de metástasis gangliona-
res de los Hospitales de Puerto Montt, Hospital 
Padre Hurtado. Hospital Militar y Clínica Alemana 
de Santiago y Temuco. De cada uno de los centros 
se seleccionó una inclusión representativa del tu-
mor (material de archivo de tejidos fijados en for-
malina e incluidos en parafina). Se realizó estudio 
inmunohistoquímico contra la proteína del gen 
HER2 y para los casos que mostraron positividad 
(2+) y (3+) (ver más adelante), se realizó estudio 
de hibridación fluorescente in situ en el Servicio 
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Tabla 1. Se describe el método de cuantificación de la positividad inmunohistoquímica  
(sobreexpresión) e hibridación in situ (amplificación)

Medición de la sobreexpresión y amplificación de HER2

Inmunohistoquímica

Muestras quirúrgicas Muestras endoscópicas

Intensidad 
de tinción

Patrón de tinción Patrón de tinción Sobreexpresión 
HER2

0 no se observa tinción o la tinción de 
membrana se observa en <10 % de las 
células tumorales

no se observa tinción en ninguna célula 
tumoral

negativo

1+ leve y perceptible tinción de membra-
na incompleta >10 % de las células 
tumorales

leve y perceptible tinción de membrana 
de grupos de 5 o más células tumorales 
(cualquier %)

negativo

2+ tinción débil a moderada completa de 
membrana lateral o basolateral en >10 
% de las células tumorales

tinción leve o moderada completa de 
membrana lateral o basolateral (cual-
quier %)

equívoca

3+ tinción intensa completa de membra-
na lateral o basolateral >10 % de las 
células tumorales

tinción intensa completa de membrana 
lateral o basolateral (cualquier %)

Positiva

FISH

Relación 
HER2: C17P

Interpretación Criterio

< 2,0 amplificación negativa conteo de a lo menos 20 núcleos 
tumorales

> 2,0 amplificación positiva se recomienda contar más núcleos si la 
relación está entre 1,8-2,2

de Anatomía Patológica de Clínica Alemana de 
Santiago. Se confeccionó una base de datos anóni-
ma de las muestras, en la cual fueron consignados 
exclusivamente los siguientes parámetros: género, 
edad, tipo histológico y localización del tumor. Se 
reconocieron tres tipos histológicos45: intestinal, 
difuso de acuerdo a las definiciones establecidas y 
un tercer grupo o mixto, en el cual se observan las 
características de ambos tipos histológicos.

Confección de matrices de tejidos (TMA)
De cada una de las muestras se seleccionaron 3 

áreas del tumor, las que fueron señalizadas en los 
cortes teñidos con HE con un objetivo marcador 
Nikon. Para la confección de las matrices de tejidos 
se utilizó el Semiautomatic Tissue MicroArrayer 
Pathology Devices, Inc con agujas de 2 mm de 
diámetro. Los cilindros de tejido fueron extraídos 
del bloque donante y puestos en el bloque receptor. 
Las inclusiones fueron puestas en estufa a 55°C 
por 30 min para obtener la adherencia entre las 
muestras y el bloque receptor.

Técnica de inmunohistoquímica
Se realizó la técnica estándar para tejidos 

fijados en formalina e incluidos en parafina. Los 
cortes histológicos de 4 µm de espesor obtenidos 
de los TMA fueron desparafinados e hidratados 
en concentraciones decrecientes de alcohol. La 
recuperación de antígenos se realizó mediante 
exposición a microondas en buffer citrato pH 6,0 
y lavados en PBS pH 7.4. Se utilizó el anticuerpo 
monoclonal c-erb-B2 (NCL-356) Novocastra en 
una dilución de 1/40. El anticuerpo primario fue 
incubado a temperatura ambiente por 60 min 
y luego incubado con el complejo Super Pictu-
re Polymer Detection Kit™ Zymed en equipo 
Dakoautostainer™.

Formas de medición de la positividad
Se realizó de acuerdo a la recomendación su-

gerida por Hofmann et al, 200842 que se resume en 
la Tabla 1. Se consideró como positivo a la tinción 
de membrana lateral o basolateral completa con 
intensidad (3 +) en un porcentaje de al menos 
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10% de las células tumorales (Figura 1). Los casos 
considerados como equívocos (2 +) y positivos 
fueron procesados para hibridación in situ.

Técnica de hibridación in situ
Se realizó en cortes de 4 µm obtenidos de los 

TMA. En los casos con discrepancia entre la inmu-
nohistoquímica e hibridación in situ, se repitió la 
hibridación en la muestra completa, a fin de dis-
minuir la posibilidad de error por una inadecuada 
localización del área positiva. Resumidamente 
la técnica consistió en desparafinización de las 
muestras en xilol e hidratación en concentraciones 
decrecientes de alcohol. La hibridación se realizó 
de acuerdo a las especificaciones del fabricante con 
el método Dako Cytomation con Kit HER2 FISH 

pharmDxTM en Hibridador DAKO en tiempos y 
temperaturas de acuerdo a las especificaciones 
del fabricante. Se utilizó como control positivo 
muestras de cánceres de mama con HER2 (3 +) y 
FISH positivo con un índice mayor de 6 señales.

Formas de medición de la positividad
Se realizó de acuerdo a pautas sugeridas con 

conteo simultáneo de señales en 30 núcleos tu-
morales aislados e intactos. Ambas señales fueron 
capturadas en las longitudes de onda específicas 
para fluorescencia verde y roja en cámara Olympus 
DP72 y procesamiento de imagen con el progra-
ma cellSens. En imágenes integradas se realizó el 
conteo de señales Cen17 y de HER2 (Figura 1). 
Se consideró como amplificación del gen HER2 

Figura 1. a: adenocarcinoma gástrico de tipo intestinal con signos de mucosecreción con formación de lagos de mucina 
y brotes epiteliales tumorales (He X 32). B: tinción inmunohistoquímica que se logra distinguir en la mayoría de los grupos 
tumorales a bajo aumento (He X 32). c: Magnificación de la tinción positiva, intensa lateral y basolateral en la mayoría de las 
células tumorales (3+). d: Hibridación in situ fluorescente con dos señales verdes correspondientes a la marcación centromérica 
del cromosoma 17 y múltiples señales anaranjadas intranucleares con una relación Her2/c17 > 2 (X 1000).
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cuando el cociente del número de señales HER2/
Cen17 fue superior a 2,2 (Foto 2), negativo inferior 
a 1,8 y como no concluyente entre 1,8 y 2,237. En 
estos casos las preparaciones fueron reexaminadas 
con un nuevo conteo de 30 núcleos más.

Análisis estadístico
Se realizó mediante test de c2 y exacto de Fisher 

para las tablas de contingencia (p < 0,05).

Resultados

El grupo total estaba constituido por 109 casos, 
33 casos (30%) correspondieron a mujeres con un 
promedio de edad de 61,9 años (DS ± 13,8 años) y 
los restantes 76 casos a hombres con un promedio 
de edad de 66,6 años (DS ± 11,6 años). La totalidad 
de los casos correspondieron a adenocarcinomas. 
Los tumores primarios se localizaron en el cuerpo 
en 49 casos (44,9%), 37 casos en el antro (36,6%), 
15 casos en el cardias (13,7%) y en el fondo en 4 
casos (3,7%). No se logró precisar la localización 

del tumor en 4 casos (3,7%). En 61 casos (56%) 
los tumores eran de tipo intestinal y en 19 casos 
(17,4%) de tipo difuso. Los 29 casos restantes 
(26,6%) eran tumores de tipo mixto con áreas de 
tipo intestinal y difuso (Tabla 2). En las mujeres 
los tres tipos histológicos se distribuyeron homo-
géneamente, en cambio en los hombres predomi-
naron los de tipo intestinal (63,2%) y sólo 11,8% 
(9 casos) fueron de tipo difuso. La diferencia en la 
distribución de tipos histológicos por género fue 
significativa (p = 0,03).

La tinción inmunohistoquímica mostró po-
sitividad intensa (3+) en 11 casos (10,9%) y fue 
negativa en 54% de los casos (43 casos sin tinción 
y 16 casos (1+)); los restantes 39 casos fueron 
equívocos o tinción (2+). De los 11 casos positivos 
(3+), sólo 2 eran mujeres (6,1%), en cambio, 9 de 
76 hombres fueron positivos (15,8%) (p = ns). La 
expresión inmunohistoquímica y su relación con 
los distintos tipos histológicos se muestran en la 
Tabla 3. Es destacable que los casos positivos (3+) 
se observaron en 10 de los 11 tumores de tipo 
intestinal, es decir, 16,4% del total de tumores de 

Tabla 2. Distribución de los tipos histológicos en relación al género

Femenino Masculino Total
n % n % n %

difuso 10 31,3   9 11,8   19 17,4

intestinal 13 37,5 48 63,2   61 55,9

Mixto 10 31,3 19 25,0   29 26,7

total 33 29,6 76 70,4 109 100
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tipo intestinal. El caso positivo restante fue de tipo 
mixto (3,5%), cuya positividad fue observada sólo 
en el área con diferenciación tubular. Ninguno 
de los tumores difusos mostró positividad para 
HER2. En tres casos se observó positividad in-
munohistoquímica (3+), pero en porcentajes que 
fluctuaron entre 0,29% y 2,1% del área total del 
tumor. En estos tres casos se realizó hibridación 
in situ dirigida al área de positividad, resultando 
los tres casos negativos.

La hibridación in situ se realizó en 50 casos 
correspondientes a 39 casos con intensidad inmu-
nohistoquímica (2+) y a los 11 casos (3+). Los 11 
casos (3+) fueron positivos en la hibridación y dos 
casos con tinción (2+). Es decir, en 2 de 39 casos 
(2+) (5,7%), se logró demostrar amplificación de 
aquellos casos considerados como equívocos sien-
do el restante 94,3% negativos. Dos casos fueron 
considerados como no concluyentes a pesar del 
recuento de un mayor número de núcleos tumo-
rales y un caso fue considerado como inadecuado 
para estudio.

La concordancia global observada entre la tin-
ción inmunohistoquímica y la hibridación in situ 

alcanzó a 85%, detectándose más casos positivos 
con la hibridación in situ que con la inmunohis-
toquímica a expensas del grupo de los equívocos 
o (2+), lo cual muestra consistencia entre ambas 
determinaciones. El escaso número de observa-
ciones y la negatividad de algunas variables no 
permitieron realizar otros análisis estadísticos.

Discusión

Nuestros resultados muestran sobreexpre-
sión y/o amplificación del gen HER2 en 11,9% 
de las muestras de cánceres gástricos avanzados 
operados. La diferencia observada entre la in-
munohistoquímica y la hibridación in situ fue 
consecuencia del estudio de todos los casos consi-
derados como equívocos o (2+), que en esta serie 
correspondieron a 39 casos (35,7%), grupo en el 
cual se detectaron dos casos amplificados, lo cual 
traduce la baja frecuencia de amplificación en este 
grupo de pacientes. Considerando el alto costo que 
tiene el examen de hibridación in situ, sumado a 
esto el alto consumo de tiempo de observación 

Tabla 3. Expresión inmunohistoquímica de HER2 en relación a los tipos histológicos

Difuso Intestinal Mixto
HER2 n % n % n %

0   8 42,1 18 29,5 17 58,6

1   4 21,1   9 14,8   3 10,3

2   7 36,8 24 39,3   8 27,5

3   0 0,0 10 16,4   1 3,5

total 19 100,0 61 100,0 29 100,0
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por ser láminas completas, en las que se requiere 
examinar múltiples campos, se debería evaluar su 
justificación y utilidad, ya que casi 95% de estas 
determinaciones resultan negativas.

Tal y como está reportado en series extranje-
ras la sobreexpresión/amplificación de HER2, se 
observa con significativa mayor frecuencia en los 
tumores mejor diferenciados o de tipo intestinal34. 
En nuestros casos esta positividad alcanzó a 16,4%. 
Por su parte, los tumores con una histología bi-
fásica (histológicamente mixtos) mostraron muy 
baja positividad (3,5%) y los de tipo difuso fueron 
todos negativos. Este hecho sugiere que la determi-
nación del estatus HER2, debería reservarse para 
aquellos pacientes portadores tumores de tipo 
intestinal46. Es importante también señalar que 
la heterogeneidad observada tanto en la tinción 
inmunohistoquímica como en la amplificación del 
gen HER2 en el cáncer gástrico lo hace diferente a 
otras neoplasias como el cáncer de mama, lo cual 
restringe la validez de sus resultados47-49. Estas 
marcadas diferencias intratumorales es una de las 
mayores limitaciones del método que determina 
su poca aplicabilidad a biopsias endoscópicas, 
las cuales podrían mostrar resultados negativos 
producto exclusivamente del muestreo50. Como 
señalamos en tres de nuestros casos, a pesar de 
tener áreas intensamente positivas (3+) dentro 
del tumor, si hubiesen sido detectadas en biopsias 
endoscópicas, estos casos habrían sido conside-
rados como positivos, sin embargo, no cumplían 
los criterios de positividad establecidos para las 
biopsias quirúrgicas42. Por otro lado, la negatividad 
de biopsias endoscópicas, tampoco garantiza que 
el tumor sea negativo dadas las mismas conside-
raciones anteriores.

Finalmente, podemos concluir que la determi-
nación de la sobreexpresión de HER2 en el cáncer 
gástrico avanzado en nuestro medio, representa  
un pequeño avance a pesar de beneficiar sólo a un 
selecto grupo de pacientes, pero abre expectativas 
a la determinación de otros genes, así como el uso 
de terapia dirigida a estos blancos moleculares en 
esta tan frecuente enfermedad maligna.
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