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Resumen
Introducción. Un subgrupo de los carcinomas de mama sobreexpresa el receptor 2 del factor de crecimiento 
epidérmico (HER2). La determinación de esta sobreexpresión se realiza por inmunohistoquímica. La dificultad 
de diagnóstico surge cuando el resultado es ambiguo (2+), haciendo necesario realizar hibridación in situ 
(ISH) para determinar la amplificación del gen HER2/neu. Objetivo. Determinar si la amplificación del gen 
HER2/neu en los casos HER2 2+, se encuentra asociado a factores clinicopatologicos pronósticos. Diseño. 
Estudio descriptivo de corte transversal. Institución. Servicio de patología quirúrgica, Hospital Guillermo 
Almenara Irigoyen. Lima, Perú. Participantes. Casos de cáncer de mama HER2 2+. Metodología. Se estudiaron 
117 casos de cáncer de mama HER2 2+ diagnosticados entre los años 2010 – 2015, a los que posteriormente 
se les realizó ISH. Todos los datos fueron analizados con el programa estadístico SPSS 22. Se utilizó el 
test de Chi cuadrado para analizar la asociación entre las variables. Principales medidas de resultados. 
Factores asociados a la amplificación del gen HER2/neu. Resultados. La amplificación del gen HER2/neu se 
observó en 41% del total de casos. En estos, se observó con mayor frecuencia un grado histológico III (66%), 
compromiso ganglionar presente (61%), tamaño tumoral ≥ 2 cm (86%) y Ki 67 ≥ 20% (83%). Se encontró una 
asociación estadísticamente significativa con una edad ≥ 50 años (X2 test, P=0,004) y el grado histológico III 
(X2 test, P=0.017). Conclusión. La amplificación del gen HER2/neu en casos ambiguos está asociado a una 
edad ≥ 50 años y grado histológico III.
Palabras clave. Factor de crecimiento epidérmico; Hibridación in situ; Cáncer de mama.

Abstract
Introduction: A subgroup of breast carcinomas overexpress epidermal growth factor-2 (HER2). The 
determination of this overexpression is carried out by immunohistochemistry. The difficulty of diagnosis by 
this method arises when the result is ambiguous (2+), thus it is necessary to perform in situ hybridization 
(ISH) to determine the amplification of the HER2/neu gene. Objective: To determine if, in HER2 2+ cases, 
the amplification of the HER 2 / neu gene is associated with prognostic clinicopathological factors. Design: 
Observational, cross-sectional, descriptive study. Institution: Surgical pathology service, Guillermo Almenara 
Irigoyen Hospital. Lima, Peru. Participants: Cases of breast cancer HER2 2+. Methodology: We studied 117 
cases of Her2 2+ breast cancer diagnosed between the years 2010 - 2015, to which ISH was subsequently 
performed. All the data were analyzed with the statistical program SPSS 22. The Chi-square test was used 
to analyze the association between the variables. Main results measures: Factors associated with the 
amplification of the HER2 / neu gene. Results: Amplification of the HER2 / neu gene was observed in 41% 
of the total cases. In these, a histological grade III (66%), lymph node involvement (61%), tumor size ≥ 2 
cm (86%) and Ki 67 ≥ 20% (83%) were observed more frequently. A statistically significant association was 
found with an age ≥ 50 years (X2 test, P = 0,004) and histological grade III (X2 test, P = 0.017). Conclusion: 
Amplification of the HER2/ neu gene in ambiguous cases is associated with an age ≥50 years and histological 
grade III
Keywords: HER2; in situ hybridization (ISH); Breast cancer.
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INTRODUCCIÓN

El cáncer de mama es la neoplasia ma-
ligna más frecuente en la población 
femenina, en la cual, constituye aproxi-
madamente el 25% (1). En el Perú, ocupa 
el segundo lugar después del cáncer de 
cuello uterino (2).

Un 25 a 30 % de los carcinomas de 
mama, sobreexpresan el receptor 2 del 
factor de crecimiento epidérmico hu-
mano (HER2) (3), estos son denomina-
dos cáncer de mama HER2 positivo, los 
cuales se caracterizan por ser altamente 
agresivos, tener alta tasa de recidiva, me-
tástasis tempranas y un tiempo menor de 
sobrevida (4).

El HER2, es una proteína miembro de 
la familia de receptores para factores de 
crecimiento. Está presente normalmente 
en la membrana celular cumpliendo fun-
ciones en el crecimiento, supervivencia y 
proliferación celular (5). El incremento de 
su presencia se define como una sobre-
expresión, que generalmente se da como 
producto de un incremento del número 
de copias (amplificación) del gen que la 
codifica, el gen HER2/neu, ubicado en el 
brazo largo del cromosoma 17 (6). 

Un avance importante en el tratamien-
to del cáncer de mama HER2 positivo lo 
constituyen los anticuerpos monoclona-
les, de ellos el más estudiado y aceptado 
es el trastuzumab (7); cuya principal fun-
ción radica en bloquear la acción de esta 
proteína. La terapia con trastuzumab pro-
duce una mejora de la supervivencia libre 
de enfermedad en aproximadamente el 
50% de las pacientes y en 33%, mejora la 
supervivencia global (8-9). Sin embargo, el 
costo elevado de este fármaco y sus po-
tenciales efectos adversos entre los que 
figuran fiebre, vómitos, dolor de cabeza, 
fatiga, y algunos más serios a considerar, 
como las cardiomiopatías y la toxicidad 
pulmonar (10-11), hacen necesario determi-
nar la expresión del HER2 para decidir el 
uso de esta terapia con un balance costo 
beneficio adecuado para las pacientes.

Es así, que la Sociedad Americana de 
Oncología Clínica y el Colegio Americano 
de Patólogos (ASCO/CAP) recomiendan 
la determinación del gen o de la proteína 
HER-2/neu en todos los casos de cáncer 
de mama invasivo (12). 

Para detectar la sobreexpresión de 
esta proteína se utiliza primariamente la 
inmunohistoquímica (IHC), por ser este el 
método más económico y fácil de realizar 
en la mayoría de laboratorios. La IHC per-
mite clasificar los casos como positivos 
(3+), ambiguos (2+) y negativos (0 o 1+). 
Se recomienda que los casos ambiguos, 
conocidos también como HER2 2+, de-
ben ser estudiados por métodos dirigidos 
a detectar la amplificación del gen HER2/
neu. 

Actualmente la hibridación in situ 
(ISH) es la técnica recomendada para de-
terminar estos casos (5,13). Esta puede ser 
realizada por diferentes métodos tales 
como la fluorescencia, PCR, cromógenos, 
genómica o multicolor. La hibridación in 
situ por fluorescencia (FISH) es el méto-
do más usado porque posee una sensi-
bilidad y especificidad del 98% y 100%, 
respectivamente (14). A pesar de ello, no 
constituye el método primario de diag-
nóstico por su alto costo y necesidad de 
un laboratorio bien equipado y personal 
capacitado. Su uso por tanto está reser-
vado para definir los casos con resultado 
HER2 2+ por IHC; Se ha reportado que un 
24% a 33% de ellos llegan a amplificar el 
gen HER2/neu (15,16,17).

El objetivo del presente estudio fue 
conocer qué proporción de casos diag-
nosticados por IHC como HER2 2+ llegan 
a amplificar el gen por FISH y analizar si 
existe alguna asociación entre esta am-
plificación y factores clinicopatologicos 
considerados pronósticos en el cáncer de 
mama. 

MÉTODOS

Se realizó una revisión retrospectiva de 
todos los casos de pacientes con cáncer 
de mama entre los años 2010 y 2015 del 
Hospital Guillermo Almenara Irigoyen 
con resultado HER2 2+ por inmunohis-
toquímica a quienes se realizó FISH en la 
misma muestra. Los casos fueron selec-
cionados de la base de datos del Servicio 
de Patología Quirúrgica y Necropsias.

Se consignaron datos tales como la 
edad, subtipo histológico, grado histoló-
gico, tamaño tumoral, invasión vascular, 
compromiso ganglionar y estadio clínico. 

Así como la determinación inmunohisto-
química de la expresión de HER2, recep-
tor de estrógeno, progesterona, p53, y 
factor de proliferación Ki 67. No se pudo 
obtener los datos completos en todos los 
casos; la cantidad para cada uno de ellos 
esta especificada en la sección de resul-
tados.

La inmunohistoquímica fue determi-
nada en tejido parafinado por el método 
de EnVISION flex, her2, receptores de es-
trógenos (clona 1D5), receptores de pro-
gesterona (clona PGR636), proteína p53 
y Ki67; la evaluación de los receptores 
hormonales y el factor de proliferación se 
realizaron en porcentajes. La positividad 
de los receptores hormonales, estróge-
no y progesterona fue definida con una 
expresión nuclear ≥ 10%. El índice del Ki 
67 fue dividido en < 20% y ≥ 20%, mien-
tras que la de p53 fue semicuantitativo 
(consignado como +/-, 1+,2+,3+) siendo 
(+/-) núcleos ocasionales, (1+) células ais-
ladas o pequeños grupos en menos del 
50% del corte, (2+) pequeños o grandes 
grupos en más del 50% del corte, pero 
menos del 50% del campo y (3+) en más 
del 50% del corte y del campo.

El FISH se realizó utilizando el kit 
Pharm DXTM, siguiendo la metodología 
determinada por el fabricante y los resul-
tados fueron evaluados según los rangos 
establecidos para la proporción de son-
das HER2 sobre sondas del cromosoma 
17 tomando como negativos (menos de 
1.8), positivos (mayores de 2.2) o ambi-
guos (de 1.8 a 2.2), en cuyo caso se con-
taron 20 núcleos adicionales y se catalo-
garon como positivos si la proporción era 
mayor o igual a 2.

Se utilizó el test de Chi cuadrado 
para analizar la asociación entre la am-
plificación del gen HER2/neu y las otras 
variables de estudio; el valor p<0,05 fue 
considerado significativo. Se utilizó el 
programa estadístico SPSS 22 para Win-
dows .

RESULTADOS

Un total de 117 casos con resultado HER2 
2+ por inmunohistoquímica fueron in-
cluidos en este estudio. El promedio de 
edad de las pacientes estudiadas fue de 
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57 años y el rango de edad hallado fue de 
33 a 88 años. El carcinoma ductal invasi-
vo fue el tipo histológico más frecuente, 
se observó en 95% de los casos (111), 
mientras que los subtipos lobulillar y mu-
cinoso constituyeron un 2,6% y 1% de los 
casos respectivamente. El grado histoló-
gico solo fue evaluable en 94 de los 117 
casos, de los cuales el 3 % de los casos 
fue grado I, 45% grado II y 52% grado III. 
En 114 casos se evaluó el compromiso de 
ganglios linfáticos, en los cuales se obser-
vó una proporción similar de casos com-
prometidos y no comprometidos, 51% y 
49% respectivamente. El tamaño tumoral 
se clasifico como < de 2 cm y ≥ de 2 cm, 
de los 98 casos observados para esta va-
riable, el 79% (70) de ellos tuvo una me-
dida ≥ de 2 cm y el 21% restante midió < 
de 2 cm. La invasión vascular fue anali-
zada en 98 casos, el 39% presento inva-
sión vascular y el 61% no lo presento. En 
cuanto al patrón de crecimiento, 98 casos 
fueron evaluados, donde el 55 %(54) de 
los cuales tuvieron un patrón de creci-
miento infiltrativo, un 17%(17) expansivo 
y un 27 % (27) mixto. El estadio clínico 
(EC) según el TNM fue valorable en 100 
casos, cuyas frecuencias se distribuían 
de la siguiente manera; 19% EC I, 44% EC 
II, 35% EC III y 2% EC IV. Con respecto al 
inmunofenotipo se observó que un 63% 
de todos los casos (117) expresaron RE, 
58% expreso RP. El índice de expresión 
del Ki 67 fue clasificado como < 20% y ≥ 
20%, del total de casos valorables para 
este marcador (112 casos) el 75% tuvo un 
índice de Ki 67 ≥ 20% y un 25% tuvo un 
índice de < 20%. El p53 se evaluó en 105 
casos de los cuales un 44% fue negativo, 
el 20% califico como 3+, 11% 2+ y 15% 1+ 
o +/- (ocasionales).

La amplificación del gen HER2 por el 
método FISH en nuestro estudio se dio 
en 41% de todos los casos, 59% no am-
plifico dicho gen. De los casos FISH posi-
tivos se observó una mayor frecuencia de 
los siguientes parámetros con respecto al 
grupo FISH negativo; el 67% correspon-
dió al grado histológico III vs un 41%, el 
61% tuvo compromiso ganglionar vs el 
44%, el 86% midió ≥ de 2 cm vs el 74%, 
el 47% presento invasión vascular vs el 
33%, el estadio clínico prevalente fue el 
EC II (51%), seguido del EC III (36%) vs el 
39% y 34% respectivamente para el gru-

po FISH negativo. El RE se expresó en el 

60% de los casos vs 65% y el RP en 43% 

vs 55%, el 83% tuvo un índice de Ki 67 ≥ 

20% vs 69% .El p53 3+ fue en 24% vs 15% 

(tabla 1).

Sin embargo, a pesar de las frecuen-
cias observadas, cuando se aplicó el mé-
todo estadístico del Chi cuadrado (X2 
test) para determinar la asociación entre 
las variables, solo se halló una asociación 
estadísticamente significativa entre la 

Tabla 1. Características clinicopatológicas de los casos de cáncer de mama HER2 2+ según 
resultados del FISH.

Variables FISH positivo FISH negativo Valor de P

Edad (años) n=117

Media
<50
≥ 50

57.5
21 (43,8%)
27 (56,3%)

13 (18,8%)
56 (81,2%)

0,007

Grado histológico (n=94 )

I - II
III

13 (33,3%)
26 (66,7%)

32 (58,2%)
23 (41,8%)

0,030

Compromiso de ganglios linfáticos (n=114 )

Si
No

28(60,9%)
18(39,1%)

30 (44,1%)
38 (55,9%)

0,118

Tamaño tumoral (n=89)

≥ 2 cm
< 2 cm

30 (85,7%)
5 (14,3%)

40 (74,1%)
14 (25,9%)

0,296

Invasión Vascular (n=98)

Si
No

19 (47,5%)
21 (52,5%) 

19 (32,8%)
39 (67,2%)

0,207

Patrón de crecimiento (n=98)

Infiltrativo
Expansivo
Mixto

22 (55%)
6 (15%)

12 (30%)

32 (55,2%)
11 (19%)

15 (25,9%)

0,834

Estadio Clínico (n=100)

I
II
III
IV

 4 (9,8%)
21 (51,2%)
15 (36,6%)
 1 (2,4%)

15 (25,4%)
23 (39,0%)
20 (33,9%)
 1 (1,7%)

0,254

RE (n=117)

Positivo
Negativo

29 (60,4%)
19 (39,6%)

45 (65,2%)
24 (34,8%)

0,738

RP (n=116)

Positivo
Negativo

20 (42,6%)
27 (57,4%)

38 (55,1%)
31 (44,9%)

0,256

Ki 67 (n=112)

≥ 20%
< 20%

39 (83%)
8 (17%)

45 (69,2%)
20 (30,8%)

0,151

P53 (n=105)

+/-
1+
2+
3+
negativo

3 (6,7%)
8 (17,8%)
5 (11,1%)

11 (24,4%)
18 (40,0%)

12 (20,0%)
7 (11,7%)
6 (10,0%)
9 (15,0%)

26 (43,3%)

0,270
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edad ≥ 50 años (X2 test, P=0,004), el gra-
do histológico tumoral (X2 test, P=0,017) 
y la amplificación del HER2 por FISH. Las 
demás variables no tuvieron un valor es-
tadístico significativo con respecto al re-
sultado del FISH (figuras 1, 2 y 3).

DISCUSIÓN

El uso del anticuerpo monoclonal tras-
tuzumab como tratamiento adyuvante o 
neoadyuvante de la quimioterapia con-
vencional proporciona una mejora en la 
supervivencia de las pacientes con cán-
cer de mama HER2 positivo (7). Sin em-
bargo, el uso de este anticuerpo no está 
exento de riesgos, estando reportada la 
cardiotoxicidad como su mayor riesgo 
adverso, por otro lado, también se debe 
considerar el factor económico, el cual es 
elevado. Por lo tanto, la determinación 
precisa de HER 2 en pacientes con cán-
cer de mama es una parte importante de 
los informes de anatomía patológica. Los 
casos con expresión ambigua (2+) de HER 
2 por inmunohistoquímica representan 
un subgrupo de pacientes que requieren 
una evaluación adicional necesaria por 
ISH para determinar la amplificación del 
gen HER2.

La proporción de casos catalogados 
como HER2 2+ por inmunohistoquimica 
que llegaron a amplificar el gen HER2 por 
el método FISH en nuestro estudio fue 
de 41%, superior al 24% reportado por 
Dybdal et al (15) y al 23.4% reportado por 
Muhammad et al (16). Sin embargo, exis-
ten otros estudios como el de Chibon et 
al (17) que reporta una proporción mayor, 
33%. Estas diferentes proporciones po-
drían explicarse por factores preanalíti-
cos como la fijación, recuperación anti-
génica, tipo de anticuerpo, variabilidad 
de interpretación entre observadores, 
los cuales pueden disminuir la sensibili-
dad y especificidad de la inmunohistoqui-
mica (18). Para determinar dichos factores 
se hace necesaria una estandarización de 
procesos en los laboratorios de anatomía 
patológica. 

Numerosos estudios anteriores han 
informado que la sobreexpresión de 
HER2 o la amplificación del gen HER2 
está asociado con; un grado histológico 
alto, ausencia de expresión de recepto-

Figura 1. Distribución por grupo etario, según resultados del FISH.

Figura 2. Grado histológico según resultados del FISH.

Figura 3. Amplificación del gen HER2 por hibridación in situ fluorescente (FISH) en los casos 
HER2 2+.
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res hormonales (RE y RP), y un alto índice 
de Ki67, sin embargo, no existe suficiente 
evidencia publicada sobre la asociación 
entre estos y la amplificación del gen HER 
2 en casos ambiguos (19,20,21). Nuestro es-
tudio muestra una mayor frecuencia de 
alto grado histológico, compromiso gan-
glionar, tamaño tumoral mayor o igual de 
2 cm, el estadio clínico II-III, índice Ki 67 
≥ 20% en los casos que llegaron a ampli-
ficar el gen HER 2 por FISH; sin embargo, 
no se encontró una asociación estadísti-
camente significativa con estas variables, 
a excepción de la edad ≥ 50 años y un 
mayor grado histológico. En cuanto a la 
expresión de los receptores hormonales 
se observó una mayor proporción de ca-
sos con ausencia de expresión de dichos 
receptores en el grupo que amplifico el 
gen. El resultado p53 negativo fue preva-
lente en ambos grupos. No se halló nin-
guna asociación estadística entre estos 
parámetros inmufenotipicos y el resulta-
do del FISH. 

Nuestros hallazgos permiten con-
cluir que la amplificación del gen HER2/
neu por FISH en los casos determinados 
como HER2 2+ por IHC se encuentran 
asociados a una edad ≥ de 50 años y a 
un mayor grado histológico tumoral. En 
el presente estudio el 41% de los casos 
HER2 2+ fueron determinadas como 
HER2 positivos mediante la técnica del 
ISH, dándoles la oportunidad de recibir 
el tratamiento específico. Por lo tanto, 
se considera que realizar FISH en estos 
casos es mandatorio. Las limitaciones del 
presente estudio se dieron por la caren-
cia de datos para algunas variables, sobre 
las cuales la asociación podría plantearse 
contando con un mayor número de ca-
sos. Asimismo, se requeriría contrastar 
estos hallazgos con otros centros hospi-
talarios que realizan FISH para una mejor 
extrapolación de los resultados a nuestra 
población en general.
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