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Glosario

ADC: anticuerpos conjugados con farmacos.

AKT1: proteina quinasa serina/treonina.

ASCO: American Society of Clinical Oncology (Sociedad Americana de Oncologia Clinica).
BRCAI1/2: breast cancer gene 1/2.

CAP: College of American Pathologists (Colegio de Patélogos Americanos).

CDIS: carcinoma ductal in situ.

CDK4/6: quinasas dependientes de ciclina 4y 6.

CE-IVD: Conformidad Europea para dispositivos de diagndstico in vitro.

CEP17: sonda de enumeracion del centrémero del cromosoma 17, por sus siglas en inglés
centromeric enumeration probe del cromosoma 17.

CISH: hibridacion in situ cromogénica.

ER: receptor de estrégenos.

ESMO: European Society For Medical Oncology (Sociedad Europea de Oncologia Médica)
ESR1: receptor de estrégeno 1.

FDA: Food and Drug Administration.

FISH: hibridacion in situ con fluorescencia.

HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.

ISH: hibridacién in situ, por sus siglas en inglés In situ hybridization.

IA: inteligencia artificial.

IHQ: inmunohistoquimica.

mMAB: anticuerpo monoclonal.

N: estatus ganglionar.

NGS: secuenciacion de nueva generacion.

PARP: poli (ADP-ribosa) polimerasa.

PCR: respuesta patolégica completa.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

ddPCR: reaccion en cadena de la polimerasa digital de gotas, por sus siglas en inglés digital
droplet PCR.

PI3K: fosfoinositol 3-quinasa.

PIK3CA: gen humano que codifica una subunidad catalitica de la enzima PI3K.

PR: receptor de progesterona.

RH: receptores hormonales.

RTgPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real.

RXDX: diagndstico asociado al tratamiento.

SEAP: Sociedad Espanola de Anatomia Patoldgica.

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica.

SLP: supervivencia libre de progresion.

TN: triple negativo.

TNA: tratamiento neoadyuvante.




Resumen ejegutivo

El cAncer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en mujeres a nivel mundial y representa una
de las principales causas de muerte por cancer. En las Ultimas dos décadas, la comprensién molecular
del cancer de mama ha revolucionado su diagndstico y tratamiento, dando lugar a un enfoque basado en
biomarcadores y terapias dirigidas, lo que ha modificado profundamente el prondstico y la calidad de vida
de las pacientes.

Tradicionalmente, el cancer de mama se trataba como una enfermedad homogénea; sin embargo, hoy se
reconoce su heterogeneidad bioldgica y clinica. El uso de biomarcadores como el receptor de estrégeno
(ER), receptor de progesterona (PR), el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y el
indice de proliferacion Ki-67, junto a otros marcadores, ha permitido una clasificacion mas precisa en subtipos
moleculares. Esta estratificacion no solo predice el prondstico, sino que guia la seleccion terapéutica, mejorando
extraordinariamente la supervivencia y la curacién de estas pacientes.'?

La introducciéon de técnicas moleculares, desde la inmunohistoquimica (IHQ), la hibridacién in situ (ISH,
por las siglas en inglés de In situ hybridization) y la secuenciacion de nueva generacion (NGS, por las siglas
en inglés de next-generation sequencing), ha permitido detectar alteraciones gendmicas accionables y
biomarcadores emergentes en el cadncer de mama, entre las que se encuentran las mutaciones de PIK3CA,
AKTI1, PTEN, BRCAI/2, o ESRI, entre otras.?

Estos avances han facilitado el uso de terapias dirigidas en las pacientes con cancer de mama, especialmente
en el escenario metastasico, como los inhibidores de CDK4/6, de la via PI3K/AKT o de PARP, que han
demostrado beneficios en supervivencia libre de progresién y global.*> En el contexto clinico, esto representa
un cambio de paradigma hacia la medicina personalizada, donde las decisiones terapéuticas se basan en
el perfil molecular del tumor, y no solo en parametros clinico-patoldgicos. Este enfoque mejora la eficiencia
terapéutica, reduce eventos adversos y potencia el empoderamiento de las pacientes al involucrarlas en
decisiones informadas sobre su tratamiento.

A pesar de los avances, persisten desafios significativos, como la disponibilidad de las tecnologias adecuadas
y estandarizadas, la necesidad de procesos de validacion clinica de los nuevos biomarcadores antes de su uso
clinico, y la formacién continua de los oncélogos, patélogos y equipos multidisciplinares para una correcta
interpretacion de los resultados, ademas del coste elevado de las terapias dirigidas en nuestros sistemas de
salud.

La consolidacion de esta estrategia exige un compromiso de todos los agentes implicados
con la equidad, la innovacién y la capacitacién profesional, para garantizar que todas las
pacientes se beneficien de estos avances.




Resumen ejegutivo

Recientemente, los resultados de diversos ensayos clinicos con una nueva generacion de tratamientos
conjugados, que combinan anticuerpos monoclonales contra distintas dianas expresadas en el tumor con
agentes citotdxicos (anticuerpos conjugados con farmacos, ADCs, por sus siglas en inglés de antibody-drug
conjugate), han demostrado un claro beneficio en la supervivencia de las pacientes con cdncer de mama
avanzado o metastasico con bajos niveles de expresion de HER2, lo que conocemos como HER2-Low,® e
incluso en aquellas cuyos tumores presentan muy bajos niveles de este receptor, lo que conocemos como
HER2-Ultralow.’

Los desafios antes mencionados de acceso al estudio de los biomarcadores, de la calidad de los resultados y de
la educacion de losprofesionales, se extienden al manejo de estos tumores HER2-Low y HER2-Ultralow, en los
que la adecuada identificacion de las pacientes candidatas a recibir estos ADCs supone un reto diagnéstico
en la determinacion de los biomarcadores predictivos.

También, estos resultados clinicos con los nuevos ADCs abren el interrogante de cual debe ser el minimo nivel
de expresion de la diana para que el farmaco sea eficaz en las células tumorales, obligando, por tanto, a una
precision maxima en ese diagnéstico.

Un grupo de patdlogos expertos en cancer de mama y en la determinacion e interpretacion del
marcador HER2 ha trabajado en la redaccion y definicion de unas recomendaciones practicas
para el diagnodstico del cancer de mama HER2-Low y HER2-Ultralow, tratando su importancia
clinica, cdmo abordar metodolégicamente su determinacién por IHQ e ISH en nuestros servicios
de anatomia patoldégica, qué muestra utilizar, cdmo asegurar la calidad de los biomarcadores
y cdmo comunicar los resultados en nuestros informes a los clinicos y al comité multidisciplinar.

El objetivo de estas recomendaciones es establecer un marco de trabajo que mejore la
fiabilidad y prediccion en la determinacién de HER2-Low y HER2-Ultralow en nuestras
pacientes con cancer de mama.
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Descubrimiento
de ERBB2 como
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INtroduccion

Justificacion clinica de la determinacion de HER2 en cadncer de mama

Desde la identificacion del oncogen Erbb2 en 19842 el receptor HER2 ha sido uno de los principales pilares
sobrelosqueseasientael prondsticoytratamientodel cdncerde mama, sobre todo paraseleccionar pacientes
que pueden beneficiarse de terapias dirigidas. Sobreexpresado y/o amplificado en el 15-20% de todos los
carcinomas infiltrantes (cAncer de mama HER2 positivo), este receptor se asocia con un comportamiento
agresivoy desfavorable del tumor sinose trata correctamente.® Sin embargo, el pronéstico de la enfermedad
HER?2 positiva cambid a partir de la introduccién de anticuerpos monoclonales terapéuticos contra este
receptor en la practica clinica, primero en la enfermedad metastasica y, después, en el escenario precoz del
cancer de mama.”°

Con el paso del tiempo fueron desarrollandose e implementandose en la practica clinica otros farmacos,
tanto anticuerpos monoclonales como inhibidores tirosina-quinasa del receptor, dirigidos contra HER2.
Como hemos comentado, de forma mas reciente se han incorporado ADCs, un nuevo tipo de terapia que
combina un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina HER2, que estd unido quimicamente a varias
moléculas de un farmaco citotéxico mediante un enlazador (linker). El anticuerpo se une a HER2 en la
superficie de la célulatumoral lo que hace que el complejo sea internalizado por endocitosis, se produzca la
degradacion del linkery se libere el citotéxico, actuando por lo tanto directamente sobre la célula neoplasica.

Las introducciones de todas estas nuevas herramientas terapéuticas no solo han afianzado el valor de
este biomarcador, que sigue siendo el pilar sobre el que se asienta la seleccién de pacientes candidatas a

beneficiarse de las mismas, sino que también han reafirmado a la IHQ e ISH como los métodos validados
para su determinacion.

Figura1
Evoluciéon de la determinacién de HER2
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1. Introduccion

Evolucion de la clasificacion de HER2 en cadncer de mama

Desde que se establecié como un biomarcador imprescindible para el diagndstico y tratamiento de
las pacientes con cancer de mama, la determinacién de HER2 en las muestras de tumor se ha realizado
mediante técnicas de IHQ y/o ISH. Las principales recomendaciones para su analisis, asi como los criterios
de interpretacion mas extendidos, son los publicados por la American Society of Clinical Oncology (ASCO)
junto con el College of American Pathologists (CAP). Desde su primera publicacién en 2007, han surgido
ya dos revisiones posteriores que integran los nuevos avances y evidencias en el conocimientoy compresion
de este biomarcador.””™ Los principales cambios que se han ido recogiendo en las diferentes actualizaciones
han hecho referencia a la definicion IHQ de HER2+ (aceptando de nuevo en la actualidad que requiere una
tincion completa de membrana) y en los patrones poco frecuentes de ISH.

El objetivo de las guias de ASCO/CAP ha sido siempre identificar a pacientes con cancer de mama que
pudieran beneficiarse de un tratamiento dirigido contra este receptor, por lo que acababan categorizando a
los tumores en HER2 positivos o negativos a partir de cuatro categorias inmunohistoquimicas (0, 1+, 2+ 0 3+)
con laayudadetécnicasde ISH, fundamentalmente para aquellos casos con resultado inmunohistoquimico
equivoco (2+). Sin embargo, esta clasificacién binaria ha sido revisada ante la emergencia de estas nuevas
terapias ADCs que demuestran eficacia en subgrupos con niveles bajos de expresién de HER2, o cual ha
llevado a una expansion conceptual del espectro HER2."®

Importancia del diagndéstico de HER2, con especial foco en HER2-Low y
HER2-Ultralow

La aparicion de nuevos ADCs contra HER2, supuso un vuelco en el concepto previo de clasificacion
binaria del HER2 en positivo o negativo. Aprobados inicialmente para tumores HER2 positivos en estadios
avanzados,” ensayos clinicos posteriores demostraron también su eficacia y beneficio en tumores con
expresion baja® o muy baja de HER2.” Por este motivo, los tumores con resultado inmunohistoquimico de
1+ 0 2+/no amplificado pasaron a denominarse HER2-Low y surgié una hueva categoria, no incluida en las
definiciones de ASCO/CAP vigentes, para aquellos tumores con expresiéon inmunohistoquimica mayor que
0 pero inferior a 1+ (tumores con tincion parcial de membrana, pero en <10% de las células neoplasicas),
denominados HER2-Ultralow a raiz del ensayo clinico que lo origind.

La precision diagnéstica se ha vuelto, por lo tanto, critica al tener que identificar ahora expresiones
muy bajas del receptor, que nos estd permitiendo avanzar hacia un nuevo escenario donde tumores
anteriormente considerados como HER2 negativos, pueden ahora beneficiarse de tratamientos dirigidos.
El mayor reto para los patdlogos reside, actualmente, en la capacidad de identificar estos patrones de
expresion baja o muy baja de HER2. Ofrecer un diagndstico correcto va a requerir una gran rigurosidad en
toda la fase preanalitica y analitica de las muestras, que deberian refrendarse mediante la participacion en
controles de calidad externos que garanticen la excelencia en el procesamiento. Por su parte, los patdlogos
deberan formarse y prestar atencién a estas nuevas clasificaciones, que, si bien no se consideran entidades
clinicas o biolégicas diferentes, tanto las guias actualizadas de ASCO (American Society of Clinical Oncology)
y CAP (College of American Pathologists),** como la plantilla de reporte del CAP en su versiéon de 2025,° ya
consideran gue estos grupos de baja expresién deben incluirse en los informes, proponiendo incluso una
nueva categorizacion inmunohistoquimica de los HER2-Ultralow que denominan HER2 O+.

p PUNTOS CLAVE oo ettt ettt ettt ettt ettt aaaaaaeaans

o De binario a espectro: Los nuevos ADCs han demostrado eficacia en tumores con bajos
niveles de HER2, expandiendo el concepto mas allad de la clasificacion tradicional positivo/
negativo.

¢ HER2-Low y HER2-Ultralow: Dos nuevas categorias que identifican pacientes antes
consideradas “HER2 negativas” como candidatas a tratamientos dirigidos anti-HER2.

e Precision diagnéstica critica: Detectar expresiones muy bajas de HER2 exige rigor
técnico maximo, controles de calidad externos y formacion especializada en las nuevas
clasificaciones.




Definicion y clasificacion e
del espectro HERZ

Definicidon y epidemiologia de HER2 positivo, HER2-Low, HER2-Ultralow, y
HER2 negativo. Clasificacién en 2 categorias: positivo y negativo

De acuerdo con las recomendaciones internacionales actuales para la interpretacion de la expresion y/o
amplificacion de HER2, [guia ASCO/CAP 2018 y su actualizacion de 2023, el consenso de expertos ESMO
2023,y las guias nacionales 2024 de la Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgicay la Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica (SEAP/SEOM)],202 el diagndstico de este biomarcador debe definirse como:

HER2 positivo:
e HER2 3+:tumores con tincion circunferencial de membrana, completa e intensa, en
>10% de las células tumorales.
e HER2 2+ (Equivoco) con ISH amplificacién: tumores con tincion de membrana,

completa, débil-moderada, en >10% de las células tumorales (ISH amplificacion:
ratio HER2/CEP17 22 y media sefales HER2 24, en >10% de las células tumorales).

HER2 negativo:

¢ IHQ 0/0+: tumores con ausencia de tincion (0) o tincién de membrana, incompleta,
débil/apenas perceptible, en <10% de las células tumorales (0+).

e IHQ 1+: tumores con tincién de membrana, incompleta, débil/apenas perceptible,
en >10% de las células tumorales.

e IHQ 2+ (Equivoco) con ISH no amplificacion: tumores con tincion de membrana,
completa, débil-moderada, en >10% de las células tumorales.

e ISH no ampilificacién: ratio HER2/CEP17<2 y media sefales HER2<4, en >10% de las
células tumorales.

En un pequefo porcentaje de casos, el resultado de la ISH es equivoco y debe combinarse con el obtenido
del estudio IHQ. Para estos casos, definidos como Grupos 2, 3y 4 en la Guia ASCO/CAP 2018,2°? existe menor
evidencia en cuanto a capacidad prondstica y predictiva de HER2.

Figura 2

Algoritmo para la evaluacién de la expresion de la proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2) mediante un ensayo inmunohistoquimico del componente invasivo de una muestra de cancer de mama.

Prueba de HER2 (componente invasivo) mediante ensayo IHQ validado

Los controles del lote y los controles en la ldmina muestran una tincién adecuada

No se observa tincion, o la

Tincion de membrana Tincién de memprgna ~ Tincion de n:we_mbrana tincidn de membrana es
circunferencial, completa, completa, de débil a incompleta, débil o apenas incompleta y débil/apenas
. 5 i . -
|n(§er;sa ylglmlesente en >I1OA; ngoderada,'observada en pfrceptlble,l observada en perceptible, y esta presente en
e las células tumorales >10% de las células tumorales >10% de las células tumorales <10% de las células tumorales

Debe solicitarse una prueba
reflejo (en la misma muestra)
utilizando ISH, o bien ordenar

una nueva prueba (en una
nueva muestra, si esta
disponible), usando IHQ o ISH.

Figura extraida de Wolff AC, et al. 2023.2



2. Definicion y clasificacion del espectro HER2

En base a los resultados del beneficio en el uso de ADCs en los tumores antes comentados, debe realizarse
un esfuerzo en la adecuada identificacién de estas pacientes y en el correcto uso de la nomenclatura en los
informes de anatomia patoldgica para su discusion en los comités multidisciplinares.c”**

e HER2-Low:
¢ HER2 1+ 0 2+ con ISH no amplificado
¢ HER2-Ultralow:
e HER2 O+ (IHQ >0 y <I+): tincién de membrana, incompleta, débil/apenas
perceptible, en <10% de las células tumorales
¢ HER2-Null:

¢ HER2 0: tumores con ausencia de tincion

Efectivamente, el protocolo del informe de biomarcadores en cancer de mama CAP en su Ultima actualizacion
de 2025, recomienda la diferenciacién del valor O, considerando verdadero score 0 |os casos con nula expresion
y HER2 0+ aquellos casos con tincidn de membrana débil e incompleta en <10% de las células neoplasicas.”

Como hemos comentado, el porcentaje de casos HER2 positivos es del 15-20% de los carcinomas de mama
infiltrantes. Con la introduccién estas nuevas categorias en la interpretacion de HER2, que tienen en cuenta
niveles bajos de expresion de HER2, hasta un 60% aproximadamente de éstos, corresponderia a tumores
HER2-Low.??

Figura 3
Distribucion de la expresion de HER2 en cancer de mama y definicién de HER2-Low

HER2-positivo HER2-negativo
~15% ~85%

IHQ2+/ IHQ2+/

IHQ3+" |gH+ ISH-

Bajos niveles de expresion HER2-Low
~60% de los HER2-negativos

Figura creada a partir de Tarantino P, et a/.2023.%2
Si tenemos en cuenta la serie mas amplia publicada hasta el momento, que incluye un total 1.363 tumores

HER2 negativos, * HER2-Low supondria un 64,7% (882 pacientes) de los casos, mientras que hasta un 30,0%
(395 pacientes) serian tumores HER2-Ultralow.

Figura 4
Estratificacion de tumores HER2-negativos segun niveles de expresién (n=1.363)

HER2-negativo
~85%

IHQ 2+ /

ISH-

Bajos niveles de expresion HER2-Low HER2-Ultralow HER2-Null
~60% de los HER2-negativos ~30% ~10%

Figura creada a partir de Chen Z, et al. 2023.%

Otras series recientes amplias,?® con un total de 1.486 pacientes, encuentran unos porcentajes discretamente
diferentes, con un menor ndmero de casos categorizados como HER2-Low y HER2-Ultralow: HER2-Null, un
7,7 %, HER2-Ultralow, un 17,5 %, HER2-Low, un 56,8 %, y HER2 positivo, un 18,0 %. La incidencia de HER2-
Ultralow obtenida por otros grupos es también algo diferente, con un 19,5% - 21,2 % de tumores catalogados
como HER2-Ultralow.?”2
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2. Definicion y clasificacion del espectro HER2

Estasdiscrepanciasen cuantoalaincidencia de los diferentes grupos con baja expresion de HER2 es atribuible
a diferencias en los criterios de exclusién y en las caracteristicas poblacionales de las distintas series.

Diferencias clave entre HER2-Low y HER2-Ultralow

La diferenciacion entre HER2-Low y HER2-Ultralow se basa en la interpretacion de la
técnica IHQ y es de tipo cuantitativo.?2?®

Como se ha explicado, el punto de corte de 10% de las células tumorales con tincién de membrana débil
e incompleta, marcara la categorizacion del tumor como HER2-Ultralow (s10%) o HER2-Low (>10%), de
acuerdo con las recomendaciones internacionales para la interpretacion de HER2.20% Diferentes factores
preanaliticos y analiticos pueden influenciar el resultado final del estudio inmunohistoquimico de HER2,
siendo especialmente relevantes en la identificacién de estos niveles bajos de expresién. Asi el tipo de
muestra y la representatividad tumoral, o factores metodoldégicos como tiempo de isquemia fria, tipo
y duracién de la fijacién, o el ensayo utilizado, pueden dar lugar a resultados discordantes en esta
diferenciacion cuantitativa tan sutil alrededor de ese punto de corte del 10%.?73° También se han demostrado
diferencias en la catalogacion como HER2-Ultralow o HER2-Low entre tumores primarios y sus metastasis,
valorandose como causas probables la heterogeneidad intratumoral y las posibles alteraciones biolégicas
del tumor adquiridas durante la progresion de la enfermedad, asi como los factores preanaliticos y/o
analiticos previamente comentados.?’2830

Teniendo en cuenta el valor pronésticoy predictivo del estatus de HER2 en cdncer de mama, se ha estudiado
su capacidad discriminativa entre las distintas categorias de tumores HER2 negativos, comparando
caracteristicas clinico-patolégicas y pronéstico. Chen Z et al?> encontraron diferencias significativas en
cuanto al estatus ganglionar (N), receptores hormonales (RH), Kic7 y tipo de cirugia entre tumores HER2-
Ultralow y HER2-Low, siendo especialmente destacadas las diferencias en cuanto al estatus de receptores
hormonales, con una mayor proporcion de RH positivos en la poblacién HER2-Low. En este sentido,
comparando los grupos segun la expresion de ER (ER+ vs. ER-), se han descrito diferencias en el ndmero
medio de copias de HER2y en la ratio HER/CEP17 en el ISH, siendo ambos menores en la categoria de HER2-
Ultralow, que en la HER2-Low.?®

También se han comparado las diferencias en respuesta al tratamiento neoadyuvante de pacientes
con cancer de mama triple negativo, en funcién de la estratificacion por niveles de expresiéon de HER2,
encontrandounaausencia dediferenciasen larespuesta patolégica completa obtenida entrelostresgrupos
(HER2-Low vs. HER2-Utralow vs. HER2-Null). En este mismo estudio la tasa de supervivencia global fue
menor en los carcinomas triple negativos con resultado de HER2-Null, frente a los HER2-Low o HER2-Ultralow,
sin diferencias significativas entre estos dos Ultimos.?® Entre los andlisis de supervivencia los principales
estudios no demostraron diferencias en supervivencia libre de progresion entre el grupo HER2-Ultralow y
HER2-Low,»>?*aunque si cuando ambos se estratificaban en base a la expresion de receptores hormonales.
Estos resultados apuntan hacia una mayor influencia del estatus de los receptores hormonales que del
nivel de expresiéon baja de HER2 dentro del grupo de cdncer de mama HER2 negativo.?>?%3!

En este sentido, la inteligencia artificial (IA) con algoritmos de interpretacion de imagenes digitales, podria
jugar un papel relevante en la mejora de esta cuantificaciéon, con multiples aplicaciones actualmente.

PUNTOS CLAVE

¢ EIHER2 debe entenderse como un espectro de expresion, que incluye HER2 positivo,
HER2-Low, HER2-Ultralow y HER2-Null.

¢ La clasificacion del HER2 se basa en la inmunohistoquimica, considerando el patréon de
membrana, la intensidad de la tincidn y el porcentaje de células tumorales.

¢ EI10% de células tumorales con tincion de membrana débil e incompleta marca el punto
de corte, diferenciando HER2-Ultralow (<10%) de HER2-Low (>10%).

¢ Ladistincion entre HER2-Low y HER2-Ultralow depende de una interpretacion cuantitativa
de la IHQ, y puede verse influida por el tipo de muestra, factores metodolégicosy la
heterogeneidad tumoral.

.
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Determinacion
de HER2: métodos

Preanalitica y calidad

Para garantizar un resultado éptimo en la determinaciéon de HER2 en una muestra de tejido hay que tener
en cuenta una serie de consideraciones practicas. El tiempo de isquemia fria, tiempo que pasa desde que
se extrae la biopsia hasta que se incluye en formol, no debe superar una hora. Los tiempos de fijacién en
formaldehido tamponado al 10 % no deben ser inferiores a las 6 horas ni superiores a las 72 horas, ya que
la infra o sobre-fijacién del tejido puede dar lugar a falsos positivos o falsos negativos.®?*3

El control interno del tejido mamario no es valido en el caso de HER2, por lo que es obligatorio que cada
seccién de tejido contenga como minimo un control externo positivo que permita comprobar que las
técnicas se han realizado correctamente. Idealmente se recomienda un control tipo semaforo, incluyendo
diferentes intensidades de HER2.

Utilizar anticuerpos con aprobacién FDA o marca CE-IVD (Conformidad Europea para dispositivos de
diagnéstico in vitro) mejora los resultados. En el caso de emplear anticuerpos desarrollados in house es
necesario validarlos con un nimero suficiente de casos para garantizar un resultado éptimo. Esta validacion
deberd quedar registrada para futuras certificacionesy acreditaciones del laboratorio.®>**3¢ Queda pendiente
de definir si, en el contexto de los Companion Diagnostics, serd necesario el uso del anticuerpo VENTANA
HER2 (4B5) RxDx (diagndstico asociado al tratamiento) siguiendo las directrices del fabricante. Cabe destacar
que la FDA aprobé el clon 4B5 para la identificacion de pacientes HER2-Low en 2022 y, mas recientemente,
para la deteccion de pacientes HER2-Ultralow en 2025. Esta indicaciéon podria implicar la realizacién de
una laminilla sin reactivo como control negativo, conforme a las recomendaciones técnicas establecidas.

Por ultimo, es necesario participar en un control externo de calidad que evalle al laboratorio periédicamente
para comprobar y garantizar la fiabilidad de los resultados y es conveniente tener un registro de los casos
de HER2 para detectar si los resultados del laboratorio se desvian de las cifras esperadas.®#>

Adecuada seleccién de la muestra para la determinacién de HER2

Existe una recomendacion firme sobre la necesidad de determinar la expresion de HER2 en todos los
carcinomas invasores de mama de nuevo diagnéstico, asi como en sus recidivas y metdastasis, ya que
detectar tanto positividad como expresion baja de HER2 a lo largo de la evolucién de la enfermedad supone
una nueva opcidn terapéutica. #1523

La biopsia con aguja gruesa esvélida pararealizar lastécnicasy se aconseja contar con al menos
tres cilindros representativos de tumor para mejorar la concordancia con la pieza de reseccion
y detectar expresiones heterogéneas. Ademas, debe evitarse el material descalcificado para
realizar las determinaciones de HER2, tanto por IHQ como por ISH.%637

La heterogeneidad intratumoral en la expresion de HER2 es un fenédmeno bien conocido en el cancer
de mama, tanto espacialmente en el tumor primario, como temporalmente, entre un tumor primario y
sus recaidas o metastasis.>® Aunque es relativamente poco frecuente en casos 3+, esta heterogeneidad
es mas comun en los casos HER2 2+ y, especialmente relevante en el caso de expresiones bajas de HER2,
donde varios estudios han revelado una notable heterogeneidad en casos HER2-Low.*%3° En casos en los
que el resultado de la determinacién en la recaida sea ausencia de expresion (HER2-Null), puede revisarse
el resultado de biopsias previas, siendo recomendable realizar una reevaluacién teniendo en cuenta la
relevancia clinica actual de la diferencia entre las categorias HER2 0, O+ y 1+. En casos de duda sobre la
técnica IHQ (tipoy condiciones de uso del anticuerpo), puede considerarse realizar una nueva determinacion
IHQ sobre la muestra de archivo.*® Ademas, dado que, hasta un tercio de las pacientes con tumores HER2
0 pueden evolucionar a HER2-Low en la recaida o metastasis, la biopsia a la recaida, cuando el tumor
primario fue HER2 O, puede ofrecer nuevas oportunidades terapéuticas a una proporcién significativa de
pacientes.”
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3. Determinacion de HER2: métodos

En los tumores multicéntricos o multifocales, se realizara la determinacion de HER2 al de mayor tamafo,
si presentan similar histologia, o a todos los focos si las histologias fuesen diferentes o el grado histolégico
superior. En el caso de bilateralidad, se realizard a ambos focos. No es necesario repetir las determinaciones
en la pieza de reseccidon, salvo excepciones como son escasa representacion neoplasica en la biopsia,
histologia diferente en la escision o resultados no concluyentes previos.*>3942

Tras el tratamiento neoadyuvante, algunas series detectan cambios en el inmunofenotipo tumoral que
modificarian tratamientos en aproximadamente el 4% de los casos.®*** En el escenario de la baja expresion
de HER2 también se han descrito cambios en la expresion de HER2 del 24-32 % en aquellas pacientes que
no alcanzan respuesta patolégica completa.*> Por este motivo, si es aconsejable, también, repetir la
determinacién de HER2 tras neoadyuvancia.”

Tabla1

Recomendaciones para la determinacién de HER2

Consideraciones practicas para determinacion 6ptima de HER2

Condiciones de
Fijacion

Representatividad
de la muestra

Interpretacion

Calidad en las
determinaciones

Tabla creada por el autor.

Tiempo de isquemia fria (tiempo que transcurre desde la toma de biopsia
hasta que se introduce en formol) menor a 1 hora.

Emplear formol tamponado al 10 %, comercial.

Fijacion en formol tamponado durante un minimo de 6 horasy un maximo
de 72 horas.

Evitar el material decalcificado, siempre que sea posible.

Acorde a guias ASCO/CAP, la muestra debe ser representativa. Se aconseja
disponer de 3 cilindros en una biopsia por aguja gruesa.

Deber realizarse la determinacion en todos los carcinomas invasivos, recidivas
y metastasis. No es obligatorio repetir en piezas de reseccion, pero puede ser
aconsejable hacerlo tras tratamiento neoadyuvante.

Si hay mas de un foco de carcinoma invasivo con similares histologias, se
realizaran las determinaciones sobre el de mayor tamano. Si fuesen de
histologias diferentes, grado superior o tumores bilaterales se realizara la
determinacién de HER2 a todos los focos.

Para la interpretacion deben emplearse las Ultimas guias internacionales
publicadas (ASCO/CAP).

Para detectar expresiones bajas de HER2 es necesario utilizar aumento de
20x/40x y evaluar toda la preparacion.

Utilizar anticuerpos con validacién FDA o CE-IVD. Si se utilizan anticuerpos in
house es necesario realizar una validacion objetiva y disponer de su registro.

Cada biomarcador determinado por IHQ o ISH debe llevar, al menos, un
control positivo en la misma laminilla. Es recomendable incorporar controles
tipo “semaforo” para asegurar la correcta deteccion de casos de baja expresion.

Se debe participar en un control externo de calidad.
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3. Determinacion de HER2: métodos

Métodos de determinaciéon de HER2: inmunohistoquimica e hibridacién in situ

En el momento actual, las Unicas técnicas recomendadas para la determinacion de HER2 en cancer de
mama son la combinacién de inmunohistoquimica e hibridacion in situ, siendo siempre necesario el uso
de IHQ para determinar los casos HER2-Low y HER2-Ultralow.>?

Existen varios anticuerpos para evaluar la expresion de HER2 mediante IHQ, cada uno con caracteristicas
particulares en cuanto a sensibilidad y especificidad en la deteccidn del receptor.

Los anticuerpos de IHQ aprobados por la FDA y/o con marcado CE-IVD son:%-48

. Agilent Rica

Dako/Agilent BIOSYSTEMS

Ventana®/Roche - Herceplest™ Leica Biosystems
- PATHWAY Ean:é]L;erpo monoclonal - Anticuerpo monoclonal
anti-HER2/heu (4B5) m CBT1 (Oracle™)
- Anticuerpo policlonal
A0485

Los resultados entre ellos no son totalmente concordantes y, por tanto, contribuyen a la variabilidad
interlaboratorio en los resultados de HER2 que se ha descrito en diversos estudios, especialmente en los
niveles bajos de expresiéon (HER2-Low y HER2-Ultralow).#° Ademas, es recomendable que los laboratorios
revisen internamente los resultados de sus ensayos de determinacion de HER2 para asegurar su aplicabilidad
en el contexto terapéutico actual, que considera el espectro completo de expresiéon, desde el HER2 positivo
hasta el HER2-Null.”®

La hibridacion in situ, tanto fluorescente (FISH) como cromogénica o con revelado con plata (CISH, SISH),
es fundamental para confirmar la amplificacion del gen HER2 en casos con resultados equivocos por
inmunohistoquimica (HER2 2+).

Los principales ensayos aprobados por FDA y/o con marcador CE-IVD incluyen INFORM HER2 Dual ISH
DNA Probe Cocktail (Ventana/Roche), el HER2 FISH pharmDx™ (Dako/Agilent) y el PathVysion HER2 DNA
Probe Kit (Abbott Molecular). Todos estos métodos han demostrado una gran reproducibilidad técnica
entre ellos.*8%° Actualmente, las guias ASCO-CAP recomiendan el uso de ISH dual, con el uso de sondas
contra el gen y una regién control centromérica del cromosoma 17, y dividen los resultados de hibridacion
in situ en 5 categorias. Tres de ellas requieren para su resultado final la valoracién conjunta con el resultado
de IHQ y una segunda lectura del ISH* (Figura 5).

Figura 5
Grupos diagnésticos en la interpretacién de la hibridacién in situ acorde a guias ASCO-CAP 2018.
Adaptacion resumen del algoritmo con ejemplo grafico.

(" N N (. N (7 N (. M
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Ratio HER2/CEP17 2 2 Ratio HER2/CEP17 = 2 Ratio HER2/CEP17 <2 Ratio HER2/CEP17 <2 Ratio HER2/CEP17 <2
Media HER2 = 4 Media HER2 < 4 Media HER2 = 6 Media HER2 4-6 Media HER2 < 4

® SIE -
@ O SISRN

(CEP17)

ISH positivo Con IHQ 3+ » positivo Con IHQ 2+ o 3+ » positivo Con IHQ 3+ » positivo ISH negativo
q AR Con IHQ 0-2+ » negativo AR Con IHQ 0-1+ » negativo JAS Con IHQ 0-2+ » negativo AR )

Figura construida de Wolff AC et al. Arch Path Lab Med 2018.
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Otras técnicas, como la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RTgPCR), la
PCR digital (droplet digital PCR, ddPCR), la NGS o métodos espaciales como la deteccién in situ de ARNm
(RNAScope), la espectrometria de masas, o la inmunofluorescencia cuantitativa (método AQUA™), podrian
complementar potencialmente los datos semicuantitativos obtenidos por la IHQ, especialmente en los
niveles bajos de expresion, pero su utilidad clinica actualmente no ha sido demostrada.’®'*2

En relacién con la cuantificacién, comienza a generar interés el analisis de imagen en patologia digital,>*°
ya que con la progresiva digitalizacion de las imagenes patoldgicas es cada vez mas frecuente disponer de
algoritmos de apoyo al diagnéstico patolégico. La mayoria de los algoritmos disponibles comercialmente
incluyen sistemas sencillos de analisis de imagen digital que permiten cuantificar la tincién y clasificar el
caso en una de las categorias diagndsticas descritas. Actualmente se encuentran en desarrollo multitud
de algoritmos centrados en la cuantificacion de HER2 en el espectro bajo de expresion. Estos sistemas
actuarian como un apoyo al diagndstico y ayudarian a mejorar la reproducibilidad entre patélogos,
actualmente en discusidon en los rangos bajos de expresion de HER2.5%%5

p DUNTOS CLAVE

e Una correcta fase preanalitica es imprescindible para una determinacién fiable de HER2,
incluyendo tiempo de isquemia fria <1 hora, fijacion adecuada en formol tamponado y uso
de controles externos positivos.

¢ La determinacién de HER2 debe realizarse en todos los carcinomas invasores, tanto en
el diagnostico inicial como en recidivas y metastasis, utilizando muestras representativas y
evitando material descalcificado.

e La heterogeneidad tumoral y los cambios tras tratamiento neoadyuvante pueden
modificar la expresiéon de HER2, por lo que en situaciones seleccionadas se recomienda la
reevaluacion del biomarcador.

e La combinacién de inmunohistoquimica e hibridacién in situ constituye el estandar
actual, siendo la IHQ esencial para identificar expresiones bajas de HER2 (HER2-Low y HER2-
Ultralow).

15




Diagnostico e informe de

resultados de HER2Z en
cancer de mama

Recomendaciones de expertos para una buena diferenciacion de los perfiles
bajos de expresién de HER2

Como hemos comentado a lo largo de este texto, las guias ASCO/CAP>* son el estandar utilizado en nuestra
rutina diagndstica para la interpretacion de HER2 en las pacientes con cancer de mama,? e incluyen algoritmos
para definir los valores positivos, equivocos y negativos para la expresion de la proteina HER2 mediante IHQ
y para establecer la amplificacién génica mediante técnicas de ISH. La actualizacién de las guias ASCO/CAP
de 2023" reafirma las recomendaciones de interpretacion definidas en la Ultima revision de 2018.%

El diagndstico correcto de HER2 en cancer de mama empieza por la seleccién de una muestra adecuada.
En lainterpretacion de la IHQ por parte del patélogo, el primer paso es confirmar la validez de los controles,
incluyendo la comprobacion de los diferentes rangos de intensidad expresados en los controles externos,
asi como la ausencia de tinciéon intensa en los ductos mamarios normales (control interno).’>%¢

La interpretacion de la IHQ para HER2 en cancer de mama implica evaluar tres aspectos fundamentales:™ >4
¢ Intensidad de la tincién (ausente, débil, moderada, intensa)
e Patrén de tincién en la membrana (parcial/incompleta o circunferencial/completa)
¢ Porcentaje de células tumorales invasivas en las que esta presente la tincién (con punto de
corte en el 10%).
La combinacion de estos pardmetros se utiliza para establecer las diferentes puntuaciones (HER2 O, 1+,
2+, 3+) establecidas en las guias ASCO/CAP.1534

La evaluacion de la intensidad de la tincién en la membrana implica cierto grado de subjetividad, sobre todo
para diferenciar las tinciones débiles (HER2 O vs. 0+ y HER2 O+ vs. 1+), pero también para diferenciar entre
tincion débil o moderada (HER2 1+ vs. 2+) e incluso entre moderada y fuerte (HER2 2+ vs. 3+).15%4

En este sentido, puede ser de ayuda la comparacion con las tinciones presentes en los controles externos
colocados junto al caso objeto de estudio. Para facilitar la interpretaciéon de la intensidad de la tincién
también se propone la denominada “regla del aumento” > una aproximacién semi-cuantitativa que
relaciona la intensidad de la tincion IHQ con el aumento del objetivo del microscopio que es necesario para
visualizarla claramente "% En el cancer de mama esta “regla del aumento” no es suficiente para establecer
la puntuacion de HER2, pues ademas de la intensidad de la tincidon hay que evaluar el patrén de expresion
en la membrana (completa/incompleta) y el porcentaje de células tumorales invasivas con tincién.

Se ofrecen ejemplos de diferentes rangos de intensidad de expresion de HER2 en la figura 7.

La tincion de membrana fuerte es visible de forma clara a bajos aumentos (objetivos 2.5-5x). Se
corresponde con una puntuacion HER2 3+ cuando esta tincién fuerte es completa/circunferencial y
aparece en >10% de las células tumorales invasivas en una poblacién homogénea y contigua, mientras
gue la puntuacién es de HER2 2+ cuando aparece en £10% de |la poblacién tumoral, siendo en este caso
recomendable, cuando sea posible, el analisis de muestras adicionales que pueden revelar diferentes
porcentajes de tincion HER2 positiva. Es la intensidad mas facil de reconocer.

La tincién moderada puede ser percibida a bajo aumento (2,5x-5x), pero sélo se visualiza de forma
inequivoca en la membrana al utilizar objetivos con aumentos mayores (10x-20x). La comparacién con
el control positivo puede ayudar a diferenciar entre tincién intensa y moderada. Se considera HER2
2+ cuando esta tincion moderada esta presente de forma completa en > 10% de las células tumorales
invasivas. Algunos canceres de mama, sobre todo el tipo micropapilar infiltrante, pueden presentar
expresion de HER2 moderada o intensa de forma incompleta en la membrana, con patrén lateral/
basolateral, y asociar amplificacion génica, y este patrén también se deben considerar como HER2 2+.5%

La tincién tenue/débil de membrana es imperceptible a bajos aumentos (2,5x-5x) y, aunque puede ser
percibida con aumentos intermedios (10x-20x), es necesario el objetivo de gran aumento (40x) para
poder visualizarla con claridad. Cuando hay tincién de memlbrana débil en >10% de las células tumorales,
la guia ASCO/CAP considera como HER2 1+ si la tincion es incompleta, pero como HER2 2+ en el caso de
que la tincién sea completa.

& ®
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Por debajo de estos niveles, la expresion de HER2 se considera IHQ O. Los tumores con tincion
tenue o débil en < 10% de las células tumorales corresponden al subgrupo designado como
HER2-Ultralow (HER2 O+), mientras que la ausencia completa de tincidn corresponde al subgrupo
HER2-Null (IHQ 0).

La tincién parcial/incompleta de membrana de HER2 produce lineas delicadas, rectas, angulosas o con
formas en “U”, situadas entre las células tumorales. Las tinciones completas, que generalmente tienen una
intensidad moderada (HER2 2+) o fuerte (HER2 3+) producen figuras de circulos cerrados, triangulos o
cuadrados en la IHQ, ademas de algunas lineas de expresion del marcador.®!

Existen algunas situaciones que pueden dar lugar a errores o interpretaciones incorrectas en las tinciones,
y que los patdlogos debemos conocer para garantizar que la categorizacion del estado de HER2 sea el
apropiado en cada paciente.®*8¢ Estas situaciones mas habituales son:

> Artefacto en el borde del tejido. Generalmente aparece en biopsias con aguja, en las que las células
préximas a los bordes del tejido presentan tinciones mas intensas que las localizadas en las zonas
centrales, posiblemente porque el anticuerpo se acumula en los laterales del tejido. Estas zonas
periféricas deben interpretarse con precaucion.

> Positividad citoplasmatica, que puede dificultar la interpretacion o confundirse con tincién de
membrana. Suele ser tenue y puede aparecer con cualquier anticuerpo de manera inespecifica.
En carcinomas con diferenciacion apocrina puede aparecer una llamativa tinciéon granular
citoplasmatica. Latincion citoplasmatica inespecificatambién aparece en zonasde tejido artefactado.
La tincién nuclear es mucho mas rara. En la evaluacion IHQ de HER2 en cdncer de mama sélo debe
considerarse la tincién especifica en la membrana celular, descartando las zonas en las que no sea
posible establecer la localizacion de la tincidn.

> Tinciones inespecificas localizadas en la periferia de las células tumorales. Pueden aparecer grumos
de tincion granular en los polos luminal o basal de las células. Estos acUmulos inespecificos del
anticuerpo son mas oscuros y tienen formas mas variables que las lineas producidas por la tincién
especifica de membrana. Una situacién parecida es el depdsito de anticuerpo en hendiduras de
retraccion en la interfase entre tumor y estroma, que produce tipicamente un patrén de tincién
linear continuo en la base o alrededor de nidos de células tumorales, formando lineas mas irregulares,
largas y gruesas que las producidas por la verdadera tincion de la membrana. No es infrecuente que
aparezcan estas tinciones inespecificas en tumores que ademas presentan tinciones verdaderas de
membrana, que si deben evaluarse.

> Presencia de tincion en el carcinoma ductal in situ (CDIS). Los CDIS de alto grado son a menudo
HER2 positivos, y en formas extensas o cuando las células tumorales del CDIS se extienden al interior
de los lobulillos, es posible confundir con carcinoma invasor. El estado de HER2 en cancer de mama
se determina exclusivamente sobre el componente invasivo.

> Expresién moderada o intensa en la membrana de las células normales. Obliga a revisar las
condiciones preanaliticas y analiticas, y es uno de los motivos que invalida el resultado de la IHQ.

> Los resultados falsos negativos por ausencia o reduccién en la intensidad de la tincién pueden
aparecer por varios motivos: (a) como consecuencia de concentraciones demasiado bajas del
anticuerpo o por fallos en la dispensacién de los reactivos, que podremos detectar porque las
tinciones de los controles externos serdn también negativas o inferiores a las esperables; (b) por un
tiempo de isquemia fria prolongado o una mala fijacién del tejido, que condicione pérdida de la
antigenicidad en el tejido tumoral. Esta Ultima situacion es mucho mas problematica puesto que
los tejidos tumorales empleados como controles externos en la misma laminilla mostraran la tincion
apropiada. Por ello debe insistirse en el estricto cumplimiento de las condiciones preanaliticas
establecidas en las guias, indicando en el informe cualquier observacidn que sugiera una desviacion
de las mismas, cuando no invaliden directamente la técnica.

Algunos carcinomas de mama pueden presentar heterogeneidad intratumoral para la expresion de HER2,
con zonas tumorales mostrando diferentes niveles de expresion. “4442 | os casos mas problematicos pueden
llevar a inconsistencias en el diagnéstico del estado de HER2, bien porque es dificil establecer la intensidad
de la tincién, o bien porque es dificil la evaluacién cuantitativa del porcentaje de células con tincion,
sobre todo en casos con tinciones situadas en el limite entre las categorias (punto de corte en 10%). En
estos casos, repetir la determinacién en muestras adicionales puede ayudar a tomar una decision sobre
el diagnostico de HER2.
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Todas las guias y consensos coinciden en sefalar que la correcta diferenciacion entre
HER2 O frente a HER2 1+ (HER2-Low), asi como la identificacion de tumores HER2-Ultralow
(IHQ 0+#) y su discriminacion respecto de los HER2-Null (IHQ 0), sélo puede conseguirse
analizando cuidadosamente toda la laminilla con el objetivo de gran aumento (40x).155860-64

En algunos casos la tincion puede ser muy tenue y, ademas, la heterogeneidad espacial es frecuente en los
tumores con baja expresion de HER2, de forma que las células tefiidas pueden formar pequenos grupos y,
con menos frecuencia, aparecen dispersas en un tumor que mayoritariamente es negativo. El diagndéstico
es de HER2 0 cuando la tincion tenue/débil de membrana aparece en £10% de las células tumorales. Estos
casos pueden subdividirse en HER2-Ultralow cuando existe tincion de membrana hasta en £ 10% de las
células, y HER2-Null cuando no se consiga identificar ninguna tincion de membrana.®®¢-¢4 Los casos con
>10% de células tumorales mostrando tincién de membrana parcial o incompleta se categorizan como
HER2 1+. En los casos proximos al limite del punto de corte puede ser Util delimitar sobre la laminilla las
zonas tefidas, o emplear el soporte de sistemas de analisis de imagen que permitan una mayor precisiéon
en la cuantificacion del porcentaje. También en estos casos limite o en aquellos cuya interpretacion resulte
problemética, debe considerarse la revision por otro patélogo e incluso la consulta a expertos.

Estandarizacion del informe de resultados

Un informe patolégico adecuado en tiempo y en forma, claro, conciso y completo, es esencial para facilitar
la toma de decisiones clinicas. En este sentido, la informacién sobre el estado de HER2 debe ser facilmente
reconocible en el informe.

Tanto las guias ASCO/CAP,5*¢ como la guia del Royal College of Pathologists®° el
consenso de expertos de ESMO para la identificacién del HER2-Low,?? indican entre otras
recomendaciones,*®**-**que en el informe no es suficiente con emplear la clasificacion
binaria clasica de HER2-positivo o HER2-negativo, sino que es necesario especificar
claramente en cada caso la puntuacién asignada para la IHQ de HER2 (O, 1+, 2+, 3+),
especialmente en el caso de los tumores HER2-negativos, con el objetivo de asegurar
gue puedan ser aplicados los criterios para una adecuada seleccién terapéutica.

El informe serd mas completo si incluye los datos referentes a la intensidad, patrén de la tincién, y
porcentaje de células positivas con el mayor patréon de tincion que superen mas del 10% de las células
tumorales invasivas, sobre todo en el caso de tumores heterogéneos que incluyan una poblaciéon clonal
HER2 positiva.

El CAP proporciona un modelo de informe de resultados para biomarcadores en cdncer de mama, que
en el caso de la IHQ para HER2 recoge de forma detallada toda la informacidn para establecer las diferentes
puntuaciones, asi como algunas notas referentes a su aplicacion clinica.®®* Con respecto a la ISH, el informe
debe indicar si el tumor presenta o no amplificacién génica de HER2, junto con el grupo ISH establecido
para cada caso. En los grupos ISH 2, 3 y 4 el resultado final se establece de acuerdo con la puntuacion de
la IHQ HER2, siguiendo el algoritmo ASCO/CAP3¢ Ademas, se afiade la informacion referente al nimero
medio de sefales de HER2 por célula, nimero medio de sefiales de CEP17 por célula, asi como la relacién
HER2/CEP17 resultante. Todos estos aspectos quedan también reflejados en el modelo de informe de
biomarcadores en cancer de mama propuesto por el CAP. El informe también debe especificar datos
referentes a la metodologia empleada, como son el clon de anticuerpo y la plataforma o método empleado
para el estudio IHQ, asi como la prueba de ISH cuando haya sido utilizada.

En la figura 6 se propone un modelo de informe del estado de HER2 siguiendo estas directrices.
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Figura 6
Ejemplo de informe de HER2

Estado de HER2 (seguin guia ASCO/CAP 2023): HER2 NEGATIVO / POSITIVO
IHQ (clon empleado y plataforma de tincion):
e Puntuacion IHQ3+/2+/1+/0+/0

e Patron de tincidn: tincién de membrana completa/incompleta con intensidad
fuerte/moderada/débil/tenue, en el % de las células tumorales invasivas en las que se
encuentre presente

. Comentarios: HER2-Low / HER2-Ultralow, elegibilidad para terapias dirigidas

ISH (técnica empleada): NO AMPLIFICADO / AMPLIFICADO

e Resultados: HER2:CEP17, Media de sefiales de HER2 por célula; Media de senales
CEP17 por célula

. Comentarios: grupos ISH, presencia de heterogeneidad

La actualizacién ASCO/CAP 2023 recomienda afadir una serie de notas al pie:

e Encasos HER2 positivos: las pacientes con cancer de mama HER2 positivo (HER2 3+ o HER2 2+/ISH
positivo) pueden ser elegibles para terapias anti-HER2.

e En casos HER2 negativos: el cancer de mama HER2 negativo (HER2 O, 1+, 2+/ISH negativo) se
considera especificamente como negativo para la sobreexpresion de la proteina y la amplificacion
génica, pero pueden presentar ciertos niveles de expresion de la proteina.

La guia ASCO/CAP® y el consenso de ESMO para HER2-Low en cédncer de mama® coinciden en que no
es necesario introducir el término HER2-Low en los informes de anatomia patoldgica, pero recomiendan
introducir una nota:

¢ Laspacientes con cancer de mama que son HER2 1+ o HER2 2+/ISH negativo pueden ser elegibles
para tratamientos que utilizan como diana los niveles bajos de expresion de HER2.

Sin embargo, a la vista de los avances terapéuticos en el cancer de mama con bajos niveles de expresion
de HER2, nuestra opiniéon es que puede recomendarse indicar el estado HER2-Low como parte del
diagnéstico del estado de HER2, ya que puede facilitar la seleccién terapéutica en las pacientes. Por otra
parte, aungue no figura en la guia ASCO/CAP vigente, el reconocimiento de tumores con expresién HER2-
Ultralow (HER2 0+) puede tener un valor clinico en el futuro y esta informacion puede permitir seleccionar
un grupo de pacientes con beneficio de nuevos tratamientos.516264

Figura 7
Rango de intensidades para la expresion de HER2 mediante IHQ en cancer de mama:

(a) HER2 IHQ 3+, objetivo 4x (4B5 PATHWAY - Ventana)

Imagen: En esta imagen la tincion de membrana observada es
completa e intensa en mas del 10% de las células tumorales.

Recomendacion: La tincion de membrana fuerte es visible de forma
clara a bajos aumentos (objetivos 2.5-5x).
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(b) HER2 IHQ 2+, objetivo 10x (4B5 PATHWAY - Ventana)

Imagen: En esta imagen la tincion de membrana observada es
completa, débil/moderada en mas del 10% de las células tumorales.

Recomendacién: La tincion moderada puede percibirse a bajo
aumento (2,5x-5x), pero se visualiza de forma inequivoca al utilizar
objetivos con aumentos mayores (10x-20x). Corresponde a una
puntuacion IHQ 2+ (equivoco), por lo que requiere evaluacion adicional
mediante ISH.

(c) HER2 IHQ 1+, objetivo 40x (4B5 PATHWAY - Ventana)

Imagen: En esta imagen la tincién de membrana es incompletay
débil, presente en mas del 10% de las células tumorales.

Recomendacion: La tincion tenue/débil de membrana es
imperceptible a bajos aumentos (2,5x-5x) y, aunque puede ser
percibida con aumentos intermedios (10x-20x), es necesario el objetivo
de gran aumento (40x) para visualizarla con claridad.

(d) HER2 IHQ 0+, objetivo 40X (4B5 PATHWAY - Ventana)

Imagen: En esta imagen la tincion de membrana observada es
incompleta y débil o casi imperceptible en el 10% de las células
tumorales o menos.

Recomendacién: considerar utilizar el objetivo 40x para su correcta
evaluacion. La discriminacion entre los scores IHQ O y 1+ es clave para
establecer la mejor estrategia terapéutica para las pacientes.

(e) HER2 IHQ O, objetivo 40x (4B5 PATHWAY - Ventana)
Imagen: En esta imagen no se observa tincion de membrana.

Recomendacién: considerar utilizar el objetivo 40x para su correcta
evaluacion. La discriminacion entre los scores IHQ O y O+ es clave para
establecer la mejor estrategia terapéutica para las pacientes.
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Guias de referencia

Las guias ASCO/CAP son el estandar para la interpretacién de HER2 en cédncer de mama,
incluyendo algoritmos para definir valores positivos, equivocos y negativos mediante IHQ y
amplificacion génica por ISH.

Ademas de |lo establecido en estas guias, este grupo de expertos recomienda:

Interpretacion de IHQ
Se evalUan tres pardmetros principales:

¢ Intensidad de la tincion (ausente, tenue, débil, moderada, fuerte).
e Patrén de tincién en la membrana (parcial/incompleta o circunferencial/completa).

¢ Porcentaje de células tumorales invasivas con tincion (punto de corte en el 10%).

Subjetividad en la evaluacion

Para distinguir entre las diferentes categorias de HER2 se recomienda comparar con controles
externosy aplicar la “regla de los aumentos” para facilitar la interpretacion.

Errores frecuentes

Se deben evitar interpretaciones erréneas por artefactos en el borde del tejido, positividad
citoplasmatica, tinciones inespecificas, y expresion en células normales o en carcinoma ductal
in situ (CDIS).

Diferenciacién precisa

La correcta distincion entre IHQ 1+ (HER2-Low), IHQ O+ (HER2-Ultralow) e IHQ O (HER2-Null)
solo se logra analizando toda la laminilla con objetivo de gran aumento (40x).

Informe estandarizado

El informe debe ser claro, conciso y completo, especificando ademas del estado de HER2
(positivo/negativo), la puntuacién de IHQ (0, O+, 1+, 2+, 3+), intensidad, patrén de tincion

y porcentaje de células positivas. Si se ha utilizado ISH, debe indicarse el estado de
amplificacién génica y los valores referentes a los contajes de seflales. Es también importante
indicar la técnica empleada para el analisis.

Terminologia en informes

Aunqgue las guias no exigen el uso de los términos HER2-Low o HER2-Ultralow, indicar estos
estados en el diagndstico de HER2 puede facilitar la seleccién de pacientes para tratamientos
dirigidos a niveles bajos de expresion de HER2.
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Conclusionesy P —
recomendaciones

Como hemos revisado en este documento, la expresion de HER2 en el cancer de mama se clasifica, siguiendo
las guias ASCO/CAP, en el uso de la IHQ y/o ISH, dividiéndose en HER2 positivo (HER2 3+ o HER2 2+ con
amplificacion por ISH) y HER2 negativo (HER2 O, 1+, o 2+ sin amplificacion).® En los Ultimos afos, se han
introducido nuevas subcategorias en los tumores HER2 negativos: HER2-Low y HER2-Ultralow, con niveles
bajos de expresion de HER2, y HER2-Null, considerando criterios cuantitativos como el porcentaje de células
tumorales con tincion de membrana débil/incompleta. El grupo HER2-Low incluye, por tanto, tumores que
muestran HER2 1+ o 2+ sin amplificacion, mientras que HER2-Ultralow corresponde a IHQ negativa, pero con
una tincion débil en <10% de las células (tumores O+, con tincidon de membrana detectable por debajo de ese
punto de corte),?s siendo los HER2-Null tumores completamente negativos (HER2 0). La identificacion de
estas subcategorias se ha vuelto clinicamente relevante tras los resultados positivos de los recientes ensayos
clinicos con ADCs contra HER2 en pacientes con cancer de mama HER2-Low® y HER2-Ultralow.”

El primer paso para un diagnéstico preciso es la seleccién de una muestra adecuada, que debe cumplir
con las condiciones preanaliticasy contar con controles adecuados. Entre los factores preanaliticos, debemos
tener en cuenta un tiempo de isquemia fria inferior a una hora y fijacion en formol tamponado al 10 %
durante 6-72 horas, evitando las muestras con decalcificacion agresiva. La validaciéon de los controles es
crucial en la IHQ, y se recomienda usar muestras con expresiones conocidas de HER2, junto con un control
interno que verifigue la ausencia de tincién intensa en ductos mamarios normales. El estudio de HER2
exige la utilizacién de métodos o anticuerpos de IHQ validados, con marcado CE-IVD. Y, por supuesto, se
recomienda la participacion en programas de control de calidad.

La interpretaciéon de la IHQ se basa en tres pardmetros principales:™

¢ Intensidad de la tincion (ausente, débil, moderada, intensa)
e Patrén de tinciéon en la membrana (parcial o completa)

e Porcentaje de células tumorales que presentan tinciéon

La tincién intensa, que es facilmente visible a bajos aumentos (2,5-5x), con patrén de membrana completa
y presente en >10 % de las células tumorales, se clasifica como 3+. Si esta presente en <10 % de las células, la
puntuacion sera 2+.

La tincién moderada se ve de forma inequivoca a mayores aumentos (10-20x), y si esta presente en >10% de
las células tumorales, se clasifica como 2+, aunque debemos considerar particularidades en algunos tipos
de tumores.

Por otro lado, la tincién débil es dificil de visualizar a bajos aumentosy requiere un objetivo de gran aumento
(40x) para ser claramente identificada. Si esta presente en > del 10% de las células, se considera HER2 1+ si la
tincién es incompleta, y HER2 2+, si es completa.

Un HER2 O en casos con tincion débil en <10 % de las células tumorales se clasifica commo HER2-Ultralow (IHQ
0+). Por dltimo, una ausencia de tincion detectable corresponde a los casos HER2-Null (IHQ 0).

El informe con el resultado de HER2 debe ser claro, conciso y completo, para facilitar la toma de decisiones
clinicas.®???* Es importante especificar no solo si el tumor es HER2 positivo o negativo, sino también
la puntuaciéon asignada para la IHQ (0, O+, 1+, 2+, 3+). Esta informacién es crucial para la aplicacién
de nuevas terapias dirigidas a HER2, en especial los ADCs en las pacientes con baja expresion de HER2.
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5. Conclusiones y recomendaciones

Ademas, el informe debe incluir detalles sobre la intensidad, el patrén de tincion y el porcentaje de
células positivas en los casos con heterogeneidad tumoral. Si se utiliza ISH, el informe debe indicar si el
tumor presenta amplificacién génica de HER2y, en caso afirmativo, el grupo ISH correspondiente, el nUmero
medio de sefales de HER2 por célula, las sefales del cromosoma 17 y la relacion HER2/CEP17. Aungue la guia
ASCO/CAP 2023 no recomienda especificamente el uso del término HER2-Low o HER2-Ultralow en los
informes, algunos expertos sugieren que su inclusién podria facilitar la identificacién de pacientes que
podrian ser candidatas para tratamientos con ADCs dirigidos a HER2.'5224

Sabemos que el cancer de mama metastasico representa un desafio clinico complejo
que requiere un abordaje integral y personalizado.®® En este contexto, los comités
multidisciplinares desempefan un papel fundamental al integrar la experiencia
de distintos especialistas, incluyendo oncdlogos médicos, oncdlogos radioterapicos,
cirujanos, patdlogos, radidlogos, y farmacéuticos hospitalarios, entre otros.®%” Esta
colaboracioén estructurada permite una toma de decisiones mas informada, centrada en
la paciente, y adaptada a las caracteristicas moleculares y clinicas de la enfermedad.

La correcta identificacion de las pacientes con cancer de mama HER2-Low y HER2-Ultralow y la decision
terapéuticarequieren una coordinacién estrecha entre anatomia patologiay oncologia médica, evaluando
la seleccidon y secuenciacion éptima de tratamientos en las pacientes pretratadas, la evaluacién del perfil
de toxicidad, el estado funcional de la paciente y sus preferencias, asi como el posible acceso a ensayos
clinicos. En el entorno metastasico, donde el objetivo terapéutico se orienta hacia el control prolongado de la
enfermedady la mejora de la calidad de vida, estos comités permiten adaptar las estrategias terapéuticas
a lo largo de la evolucién dinamica del tumor, buscando una medicina de precision real. Estos comités
son, también, esenciales para garantizar la equidad en el acceso a nuevas terapias, fomentar la investigacion
traslacional, y asegurar un abordaje psicosocial integral.

De esta manera, el patélogo juega un papel central en este escenario, asegurando el
adecuado diagnéstico de las pacientes con cancer de mama HER2-Low y HER2-Ultralow, la
calidad de estos resultados, la discusion de la informacion en el comité y valorando nuevas
determinaciones de HER2 en la evolucién de la enfermedad, asi como el estudio de otros
biomarcadores.’
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