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RESUMEN

El cancer gastrico es la neoplasia mas frecuente del tubo digestivo en todo el mundo. El adenocarcinoma representa 90%-95% de todas
las neoplasias del estomago. Se han realizado estudios sobre la expresion de Her-2/neu en cancer de estbmago. Varios trabajos mostraron
que la sobrevida total y el tiempo de aparicion de las recidivas en pacientes portadores de estas neoplasias era menor en aquellos que
tenian mayores niveles de este oncogén, sugiriendo que el Her-2/neu podria ser utilizado como factor pronéstico. El aumento de expresion
del Her-2/neu y su accesibilidad hace de este receptor un blanco adecuado para una terapia antitumoral directa.

Objetivos: Valorar la expresion de Her2/neu en los adenocarcinomas gastricos.

Material y métodos: estudio observacional, analitico y retrospectivo en que se observo la expresion de Her-2/neu. Se estudiaron 65
gastrectomias totales con diagnostico de adenocarcinoma; se seleccionaran bloques de parafina para tinciones con hematoxilina y eosina
ademas de técnicas de inmunohistoquimica.

Resultados: la reaccién inmunohistoquimica producida por el anticuerpo Her2/neu resulté positiva solo en seis casos (9.23%) y negativa
en 59 (90.76%). Cuatro (66.66%) se encontraron en cuerpo y antro. Se observé que la expresion de Her2/neu se relaciona con el grado
de infiltracién; en cuatro casos (66.66%) se observo infiltracion a la serosa y en los dos restantes (33.33%) a muscular.

Conclusién: se encontré una baja prevalencia (9.23%) de la expresion de Her2/neu, las cifras se encuentran dentro de los parametros
internacionales.
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ABSTRACT

Gastric cancer is the most common malignancy of the digestive tract worldwide. Adenocarcinoma accounts for 90% -95% of all malignancies
of the stomach. There have been studies on the expression of Her-2/neu in cancer of the stomach. Several studies showed that overall
survival and time of occurrence of relapses in patients with these neoplasms was lower in those who had higher levels of this oncogene,
suggesting that Her-2/neu could be used as a prognostic factor. Increased expression of Her-2/neu and its accessibility make this receptor
a suitable target for direct anti-tumor therapy.

Objectives: To assess the expression of Her2/neu in gastric adenocarcinomas.

Material and methods: observational, analytical and retrospective study in which we observe the expression of Her-2/neu, were studied
in 65 total gastrectomy with a diagnosis of adenocarcinoma, were selected paraffin blocks, to which they were performed with hematoxylin
staining and eosin and immunohistochemistry.

Results: The immunohistochemical reaction produced by the Her2/neu antibody was positive in only six cases (9.23%), and negative in 59
cases (90.76%). Four (66.66%) were found in body and antrum. It was observed that the expression of Her2/neu is related to the degree
of infiltration in four cases (66.66%) was observed in the serous infiltration, and in the remaining two (33.33%) a muscle.

Conclusion: We found a low prevalence (9.23%) of the expression of Her2/neu, the figures are within international standards.

Key words: HER2/neu, gastric adenocarcinoma, immunohistochemistry.
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| adenocarcinoma gastrico es la neoplasia mas

frecuente del tubo digestivo en todo el mundo.*

2Representa 90%-95% de todas las neoplasias

del estémago; es la segunda en cuanto a fre-
cuencia y la primera en lo que respecta a mortalidad. En
Meéxico representa la cuarta causa de muerte por cancer
entre varones y la quinta entre mujeres.® Salvo en Japon,
el carcinoma del estdbmago en general se encuentra en una
fase evolutiva avanzada en el momento del diagndstico,
con infiltraciéon mas alla de la submucosa e invasion de la
pared gastrica.*Podemos distinguir dos tipos clinicos®® 7
§ (clasificacion de Lauren), con base en comportamiento,
epidemiologia y patogénesis distintos: tipo intestinal (Fi-
gura 1) y tipo difuso (Figuras 2 y 3).

Las bases moleculares del cancer gastrico han co-
menzado a identificarse; datos publicados sugieren que
el cromosoma 7 polisomia puede ser responsable de un
mayor numero de copias del gen EGFR en carcinomas
gastricos y que la amplificacion del gen HER2 puede ser
la raz6n principal para la sobreexpresién de la proteina
Her2/neu.® Recientemente se han realizado estudios sobre
la expresion de Her-2/neu en céncer de estdmago. Este
gen, conocido también como neu o HER/2, fue aislado
inicialmente de neuroblastomas inducidos en ratas por
un agente quimico; codifica una proteina con actividad
de tirosina- cinasa.!® El oncogén c-erbB-2 es uno de los
genes que codifican a estos receptores. Varios trabajos
mostraron que la sobrevida total y el tiempo de aparicion
de las recidivas en pacientes portadores de estas neoplasias
era menor en aquellos que tenian mayores niveles de este
oncogén, sugiriendo que el c-erbB-2 podria ser utilizado
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Figura 1. Adenocarcinoma de tipo intestinal.

Figura 3. Adenocarcinoma de tipo difuso.

como factor prondstico. La mayoria de los investigadores
coincide en que la sobreexpresion esta relacionada con
una menor sobrevida y con una mayor diseminacion del
tumor.°Se ha demostrado que la sobreexpresion de Her2/
neu se correlaciona con la invasion tumoral y metastasis
en los ganglios linféaticos, por lo que indica un mal pro-
nostico.' 1213 14 Ademas de los datos clinicos existentes
se demostro que el gen c-erbB-2 produce un incremento
del potencial metastasico de células in vitro y que esti-
mula varios pasos en la cascada metastasica, incluyendo
la adhesidn a las células endoteliales, movilidad celular,
actividad gelatinolitica y actividad invasiva.'® ** Recien-
temente se ha demostrado que los pacientes mas jovenes
muestran muy bajos niveles de amplificacion de Her2/neu
(<5%) y frecuencia de sobreexpresion. Es comun que los
tumores gastricos clasificados como de tipo intestinal sean
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mas probablemente positivos para Her2/neu (16-34%)
que las variantes difusa (2-7%) o mixta (20.5%).171°
La razén de la sobreexpresion de Her2/neu selectiva en
cancer gastrico de tipo intestinal es compleja y requiere
de mayor investigacion. La asociacion de Her2/neu con
un tipo especifico sugiere que el cancer gastrico intestinal
y tipo difuso se desarrollan a lo largo de diferentes vias
moleculares y apoya estudios anteriores que muestran
distintos patrones de alteraciones genéticas en canceres
gastricos de diferentes caracteristicas histopatoldgicas.?

El objetivo del presente estudio es determinar la frecuen-
cia de expresion de Her2/neu en adenocarcinoma gastrico
segun su localizacién anatémica, tipo histolégico, grado de
diferenciacion e infiltracion de la pared. La investigacion se
Ilevo a cabo en la UMAE No. 25, Centro Médico Nacional
Noreste, en un periodo de 10 afios (2001-2011).

MATERIAL Y METODOS

Diseidio del estudio. Estudio observacional, analitico y
retrospectivo.

Lugar o sitio del estudio. Departamento de Anatomia
Patologica del Instituto Mexicano del Seguro Social, Uni-
dad Médica de Alta especialidad No. 25, Centro Médico
Nacional Noreste. Monterrey, Nuevo Ledn, México.
Criterios de inclusion

- Muestras de neoplasia maligna epitelial (adenocar-
cinoma) incluidas en parafina.
- Producto de procedimiento quirdrgico de gastrectomia
total, en el periodo de enero de 2001 a enero de 2011.
- Bloques de parafina con material representativo
adecuadamente procesado.
Criterio de exclusion
- Toda neoplasia maligna que no sea referida como
de estirpe epitelial (neoplasias de tipo linfoma, leio-
miosarcoma, tumores carcinoides, GIST, liposarcoma,
fibrosarcoma, mixosarcoma o sarcoma neurogénico).
- Neoplasias malignas epiteliales (adenocarcinoma)
originadas en la unién es6fago-gastrica.
- Gastrectomias parciales.
- Biopsias endoscopicas.
- Material enviado para revision.
-Material con extensa necrosis 0 mal procesado.
Criterios de eliminacién
- Casos diagnosticados que no contaran con bloques
de parafina para su estudio.

- Diagnoéstico de carcinoma géstrico incidental en
protocolos de autopsias.

- Casos diagnosticados cuyo tejido embebido en parafina
no fuera apto para su corte debido a la técnica histologica.

Tamariio de la muestra. Para los propdésitos de este
estudio no se realizo calculo del tamafio de la muestra,
ya que seran incluidos todos los casos reportados entre el
periodo comprendido de enero de 2001 a enero de 2011.

Técnica de muestreo. No probabilistico de casos conse-
cutivos dentro del periodo de estudio y que hayan cumplido
con los criterios de inclusion.

Definicion de variables. \/éase el cuadro 1.

Andalisis estadistico. Se utilizaron medidas descriptivas
apropiadas, medias y proporciones. , y sus intervalos de
confianza con una confiabilidad de 95%.

Aspectos éticos. Dado que el material de estudio fue
tomado del archivo del departamento de anatomia pa-
tolégica, no se considero que el presente estudio tenga
implicaciones éticas, sin embargo, los datos de los pa-
cientes se mantendran en confidencialidad.

Descripcion general del estudio

Se incluyeron en el estudio todos los diagnosticos de
carcinoma de estomago que se hayan realizado en gastrec-
tomias totales en el periodo comprendido entre enero de
2001 a enero de 2011. Se recolectaron laminillas y bloques
de cada uno de los casos, se revisaron laminillas de cada
caso, para la seleccion adecuada del bloque de parafina
mas representativo, y se realizaron recortes a aquellos
bloques de parafina cuyas laminillas no se encontraron
en archivo. Asi mismo, se verifico el diagnostico previo
realizando las correcciones pertinentes. Posteriormente se
llevo a cabo el proceso de tincidn de inmunohistoquimica
con marcador Her2/neu en los bloques seleccionados. Se
revisd cada uno de los casos por separado analizando la
tincidn y graduando la misma. Una vez obtenidos los datos
finales se tabulo y evalud para determinar la utilidad del
marcador de acuerdo con las variables establecidas.

Seleccion del material

Las muestras fueron seleccionadas de bloques de parafina
del archivo de la Unidad Médica de Alta Especialidad
del Noreste No. 25 (UMAE No. 25): 65 pacientes con
adenocarcinoma gastrico sometidos a cirugia, por los de-
partamentos de oncologia quirdrgica y cirugia digestiva,
durante el periodo de enero de 2001 a enero de 2011.
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Cuadro 1. Definicion de variables

Variable Definicién conceptual  Definicion operacional ~ Unidad de medida Escala de Fuente
medicién
Tiempo de una persona Afios que presenta la
transcurrido a partir del gque p <45 afios - Reporte de
Edad o persona al momento ~ Cuantitativa .
nacimiento . >45 afos patologia
del estudio
Division del género ) .
Género del paciente en Hombre o Reporte de
Sexo humano en dos grupos, : . Cuantitativa .
; ; estudio Mujer patologia
masculino o femenino
Division del
adenocarcinoma
i I | ipo histoldgi | Intestinal -
.SUbt, po .d'e a(.:l,Je doala Subtipo histo ogico de tt_ast a Cuantitativa Observacion directa
histolégico clasificacion de Laurean adenocarcinoma Difuso
en dos grupos, intestinal
y difuso
Division de la Bien diferenciado
Grado de diferenciacion celular a . L Moderadamente - o
. L - . Diferenciacion celular . . Cuantitativa Observacion directa
diferenciacion partir del tejido que le diferenciado
dio origen Poco diferenciado
Division de la extension Mucosa
Infiltracién del adenocarcinoma por  Extensién de la pared Submucosa - o
R . Cuantitativa Observacion directa
de la pared capas histolégicas del del adenocarcinoma Muscular
estébmago Serosa
Cardias
S . o Fondo
o Division del estbmago Localizacion de la s Reporte de
Localizacion ) L ) Cuerpo Cuantitativa .
por regiones anatémicas neoplasia patologia
Antro
Piloro
o
=
g 0, 1+
Division de la expresién 2
Expresion de Her2/Neu en la
HER2/NEU por membrana celular de las Expresion de Nominal I
- A P Observacion directa
latécnica de células neoplasicas en  membrana basolateral
inmunohistoquimica dos grupos, negativo y _g
positivo 2 2+, 3+
a

Técnica de inmunohistoquimica
Todas las muestras de tumor gastrico fueron fijadas en
formol a 10% e incluidos en parafina de acuerdo con los
procedimientos estandar, secciones de serie (4 micras de
espesor) colocados en laminillas cargadas positivamente
fueron utilizadas para la tincién de hematoxilina y eosina
e inmunohistoquimica para la deteccién de Her2/neu.
Las muestras incluidas en parafina se desparafinaron y
rehidrataron por inmersiones secuenciales en xilol (xilol
I: 10 minutos y xilol 11: 10 minutos), etanol (alcohol

100%: 5 minutos; alcohol 96%: 5 minutos; alcohol 80%:
5 minutos y alcohol 70%: 5 minutos) y agua destilada
durante 5 minutos. La peroxidasa del tejido se inactivo
tras la inmersion del tejido en alcohol 100%, con una
solucion de 0.5% de perdxido de hidrogeno en metanol
absoluto por 30 minutos a temperatura ambiente. Pos-
teriormente los cortes se lavaron 3 veces en PBS por 5
minutos. Posteriormente se realizd desenmascaramiento
antigénico tras el cual los cortes se incubaron durante
20 minutos en suero. El paso siguiente consisti6 en la
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colocacion del anticuerpo primario para Her2/neu, con
incubacion durante una noche. Luego se incub6 con una
solucién de anticuerpo secundario biotinilado por 30
minutos y posteriormente con una solucién de avidina-
peroxidasa también durante 30 minutos. Finalmente, para
el revelado, se utilizo una solucién con diaminobencidina
(forma un precipitado oscuro por reaccion con el agua
oxigenada mediado por la peroxidasa) por 5 minutos y
se contrasto con hematoxilina.

La interpretacion de la determinacion inmunohis-
toquimica de Her2/neu se evalud exclusivamente en
el componente infiltrante y en la tincion de membrana
(Cuadro 2 y Figura 4).

RESULTADOS

Cuarenta y un pacientes (63.07%) eran mujeres y 24
(36.92%) eran hombres. La edad vario de 14 a 81 afios
con una media de 47.5 afios.

La reaccion inmunohistoquimica producida por el
anticuerpo Her2/neu resulté positiva s6lo en seis casos
(9.23%) y negativo en 59 casos (90.76%). Tres casos se
consideraron 3+ (4.61%), otros tres 2+ (4.61%), 24 casos
se consideraron 1+ (36.92%) y en 35 casos (53.84%) so6lo
hubo tincién citoplasmatica (puntaje 0).

El subtipo histol6gico intestinal se encontrd en 41 casos
(63.07%) y el subtipo difuso en 40 casos (36.92%).

En cuanto al grado de diferenciacion 44 casos (67.69%)
fueron poco diferenciados, 18 (27.69%) moderadamente
diferenciados y sélo 3 (4.61%) bien diferenciados.

En 51 casos (78.46%) la invasion tumoral se extendid
hasta la serosa; en doce (18.46%) hasta muscular y en dos
casos (3.07%) se encontrd invasion a submucosa. No se
reportaron casos sélo con invasién a mucosa.

Referente a la localizacién anatémica 28 casos
(43.07%) se encontraron en cuerpo, 21 (32.30%) en antro,

(x100), 4 (B) 2 +, entre débiles y moderadas membranosa completa
(x200), (C) 3 +, membranosa fuerte y completa (x400) y (D) 3 +,
fuerte reactividad basalateral membranosa (x400).

nueve (13.84%) en fondo, cuatro (6.15%) en piloro y tres
(4.61%) en cardias.

Las caracteristicas clinicas y patolégicas se muestran
en el Cuadro 3.

DISCUSION

En el presente estudio se investigd la expresion in-
munohistoquimica de Her2/neu en 65 pacientes con
adenocarcinoma gastrico. Dichos pacientes formaron parte
de la poblacion de la Unidad Médica de Alta Especialidad
No. 25, Centro Médico del Noreste, del Instituto Mexi-
cano del Seguro Social (en Monterrey, Nuevo Leén). La
sobreexpresion de este oncogén ha sido el tema de varios
estudios en la dltima década. Hay una gran variabilidad
de su expresion en todo el mundo, desde 8 hasta 26%. En
el estudio ToGA se hizo mencion de que alrededor del
15 al 18%de los carcinomas gastricos sobreexpresan la
proteina Her2/neu.

Cuadro 2. Clasificacién de los Her2/neu expresion determinada por la HercepTest (Dako) método inmunoquimico

Expresion Valor de tincion Patron

0 Negativa No se observa o la tincion de membrana es menos del 10% de las células tumorales.

1+ Negativa Una tincién débil de membrana apenas perceptiva se detecta en mas del 10% de las células tumo-
rales. Las células se tifien solamente en la membrana.

2+ Positiva Positivo débil a moderada, la tincion completa de la membrana se observa en el 10% de las células
tumorales.

3+ positiva Una fuerte tincién completa de la membrana se observa en méas del 10% de las células tumorales.

Adaptado de Dutra AP, et al. C-erbB-2 expresion y pleomorfismo nuclear en tumores mamarios.
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Cuadro 3. Caracteristicas clinicas y patol6gicas

Caracteristicas n Porcentaje
Género femenino/masculino 41:24 63.07: 36.92
Localizacion anatémica del tumor

Cardias 3 4.61
Fondo 9 13.84
Cuerpo 28 43.07
Antro 21 32.30
Piloro 4 6.15
Subtipo histolégico

Intestinal 25 38.46
Difuso 40 61.53
Grado de diferenciacién

Bien diferenciado 3 4.61
Moderadamente diferenciado 18 27.69
Poco diferenciado 44 67.69
Infiltracion de la pared

Mucosa 0 0
Submucosa 2 3.07
Muscular 12 18.46
Serosa 51 78.46
Expresion de Her2/neu por técnica de inmunohistoquimica
Puntaje 0 35 53.84
Puntaje 1+ 24 38.92
Puntaje 2+ 3 4.61
Puntaje 3+ 3 4.61

Los resultados mas fiables son los derivados de métodos
de deteccidn de la proteina (RT-PCR, FISH, PCR cuantita-
tiva) pero su costo no permite una disponibilidad amplia.
En paises en desarrollo, como el nuestro, el método mas
utilizado para la deteccion de la expresion del Her2/neu
sigue siendo la inmunohistoquimica. En comparacion con
FISH o PCR cuantitativa la técnica de inmunohistoquimica
es mas facil, menos costosa y puede llevarse a cabo en los
laboratorios de patologia de los centros médicos de tercer
nivel de nuestro pais (como es el caso de nuestro hospital).

La reaccion inmunohistoquimica producida por el an-
ticuerpo Her2/neu result6 positiva en seis casos (9.23%)
y negativa en 59 casos (90.76%).

De los seis casos con positividad para la reaccion in-
munohistoquimica producida por el anticuerpo Her2/neu
cuatro (66.66%) se encontraron en cuerpo y antro, uno
(33.33%) en cardias y uno (33.33%) mas en fondo gastrico.

No se encontro diferencia para la reaccion de Her2/neu
de acuerdo con el subtipo intestinal ya que de los seis casos
positivos tres (50%) fueron intestinales y los tres restantes
(50%) de tipo difuso.

Se observé que la expresion de Her2/neu se relaciona
con el grado de infiltracion; en cuatro casos (66.66%)
se observo infiltracion a la serosa y en los dos restantes
(33.33%) a muscular.

Se encontro una baja prevalencia (9.23%) de la expre-
sion de Her2/neu en estos 65 pacientes con cancer gastrico
de la UMAE No. 25; sin embargo, este porcentaje se en-
cuentra dentro de los pardmetros internacionales.

La relacion de casos que mostraron expresion de Her2/
neu se muestra en el Cuadro 4.

CONCLUSIONES

La reaccion inmunohistoquimica producida por el anti-
cuerpo Her2/neu resultd positiva en seis casos (9.23%).
De los seis casos con positividad para la reaccion in-
munohistoquimica producida por el anticuerpo Her2/neu
cuatro (66.66%) se encontraron en cuerpo y antro, uno
(33.33%) en cardias y uno (33.33%) mas en fondo gastrico.
No se encontr6 diferencia para la reaccion de Her2/
neu de acuerdo con el subtipo intestinal; de los seis casos

Cuadro 4. Relacion de casos con expresion de Her2/neu

Patologia Revista latinoamericana Volumen 50, num. 2, abril-junio, 2012

Caracteristicas Her2/neu + Her2/neu —
6 casos 59 casos
N (%) N (%)
Género
Mujer 2(33.33) 22 (37.28)
Hombre 4 (66.66) 37 (62.71)
Localizacion anatémica del tumor
Cardias 1 (16.66) 2(3.38)
Fondo 1(16.66) 8 (13.55)
Cuerpo 3(50.00) 25 (42.37)
Antro 1 (16.66) 20 (33.89)
Piloro 0 (0.00) 4(6.77)
Subtipo histologico
Intestinal 3(50.00) 22 (37.28)
Difuso 3(50.00) 37 (62.71)
Grado de diferenciacion
Bien diferenciado 0 (0.00) 3(5.08)
Moderadamente diferenciado 3(50.00) 15 (25.50)
Poco diferenciado 3 (50.00) 41 (69.49)
Infiltracion de la pared
Mucosa 0 (0.00) 0 (0.00)
Submucosa 0 (0.00) 2(3.38)
Muscular 2(33.33) 10 (16.94)
Serosa 4 (66.66) 47 (79.66)
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positivos tres (50%) fueron intestinales y los tres restantes
(50%) de tipo difuso.

Se observé que la expresion de Her2/neu se relaciona
con el grado de infiltracién: en cuatro casos (66.66%)
se observo infiltracion a la serosa y en los dos restantes
(33.33%) a capa muscular externa.

Aunque se encontr6 una baja prevalencia (9.23%) de
la expresion de Her2/neu en estos 65 pacientes las cifras
se encuentran dentro de los pardametros internacionales.
El mal prondstico del cancer gastrico con los tratamientos
actuales disponibles, y la prometedora buena respuesta de
ciertos tumores que expresan Her2/neu, deben fomentar la
busqueda de este oncogén en otras poblaciones con cancer
gastrico, asi como la utilizacion de nuevas terapias para
prolongar y mejorar la vida de los pacientes.

El periodo comprendido para la recoleccion de muestra
en el presente estudio abarcé diez afios (2001-2011); eso
permitié una cifra considerable de casos. Ese nimero se
hubiese incrementado si se hubieran tomado en cuenta las
biopsias endoscopicas, lo que quiza hubiera redundado
en una expresion ain mayor de la encontrada. Resultaria
atil la realizacion de mas estudios sobre la expresion de
Her2/neu en biopsias gastricas endoscépicas y, en un fu-
turo, realizar la correlacion con una respuesta a la terapia
especifica (“terapia blanco”) para este tipo de neoplasias
que expresan la proteina.

La realizacion de la prueba por medio de inmunohisto-
quimica ya se encuentra estandarizada y es de realizacion
relativamente sencilla, ademas, su costo no es elevado. En
un futuro esto podria significar un cambio importante en
la terapia y por ende en el pronoéstico de la enfermedad.

También deja abierta la posibilidad para estudios que
complementen esta prueba como la realizacion de FISH
para amplificar la expresion de la proteina en aquellos
casos de positividad dudosa.
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