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RESUMEN

El mayor conocimiento en cdncer de mama ha llevado a la
consolidacion del uso de biomarcadores cldsicos en patologia
mamaria, como los receptores hormonales o HER2, pero tam-
bién al desarrollo y a la implementacion de nuevos biomarca-
dores que pueden dar una nueva oportunidad terapéutica. Esto
supone un reto para los laboratorios de la anatomia patoldgica,
que deben adaptar sus procedimientos y formar a sus profesio-
nales para ajustarse a las nuevas necesidades. En la era de la
medicina de precision, la determinacién objetiva, reproduci-
ble y robusta de biomarcadores es crucial para el tratamiento
personalizado de cada paciente. Este trabajo pretende ser una
ayuda préctica para la realizacion e interpretacion de los bio-
marcadores de mama tanto clasicos como emergentes.

PALABRAS CLAVE. Biomarcadores. Mama. Carcinoma.

INTRODUCCION

Se define como biomarcador aquel indicador me-
dible de un proceso biolégico normal, patolégico o de
una respuesta a un farmaco o a una intervencion tera-
péutica. Los biomarcadores prondsticos proporcionan
informacién sobre la posible evolucién clinica de una
enfermedad desde el momento del diagndstico, inde-
pendientemente de los tratamientos recibidos, mientras
que los biomarcadores predictivos son aquellos capaces
de seleccionar pacientes que se beneficiardn de una te-
rapia. Biomarcadores como los receptores hormonales o
HER?2 son prondsticos y predictores de respuesta simul-
taneamente (1).

ABSTRACT

The greater knowledge in breast cancer has led to the con-
solidation of the use of classic biomarkers such as hormone
receptors or HER2, but also to the development and imple-
mentation of new biomarkers that represent a therapeutic
opportunity. This represents a challenge for pathology labo-
ratories that must adapt their procedures and train their pro-
Jessionals to adjust to the new needs. In the era of precision
medicine, the objective, reproducible and robust determina-
tion of biomarkers is crucial for the personalized treatment
of each patient. This work aims to be a practical aid for the
realization and interpretation of both classical and emerging
breast biomarkers.
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En nuestra préctica clinica habitual, el tipo y el
grado histolégicos, el tamafo tumoral, los receptores
hormonales (RH), HER2 y ki67, ayudados por los pa-
neles de expresion multigén, principalmente 21 gene
Oncotype DX® y 70 gene Mammaprint®, definen la ne-
cesidad de tratamiento neoadyuvante o adyuvante del
cancer de mama en estadios iniciales (2,3).

Recientemente, derivados del creciente interés que
suscita el papel del microambiente en la progresion
tumoral, han surgido nuevos biomarcadores, como los
linfocitos intratumorales (TIL) y la expresion de PD-L1.
Adicionalmente, estdn explorando la carga mutacional
tumoral (TMB) o la inestibilidad de microsatélites como
predictores de respuesta a inmunoterapia (2).
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En el contexto del cancer de mama metastasico, se
han desarrollado principalmente biomarcadores que
predicen la respuesta a un tratamiento farmacolégico,
como la presencia de mutaciones en PIK3CA, en BRCA
u otros genes implicados en la recombinacién homéloga
y los reordenamientos en NTRK. En ocasiones, se afia-
den estudios m4s extensos de secuenciacién masiva con
el objeto de buscar dianas terapéuticas.

El valor predictor de respuesta de los biomarcado-
res y su cardcter agndstico hace imprescindible que su
determinacidn se realice en condiciones dptimas y bajo
unas premisas indiscutibles de calidad que garanticen
resultados reproducibles y robustos (4).

Este articulo tiene como objeto realizar una puesta al
dia practica de los biomarcadores de mds relevancia en
el cancer de mama.

BIOMARCADORES PRONOSTICOS
TIPO HISTOLOGICO

El cincer de mama es una enfermedad heterogénea
en la que el carcinoma invasor subtipo no especial es
el tipo histolégico mds frecuente. El 20-25 % restante
corresponde a subtipos especiales con caracteristicas
morfoldgicas definitorias. Los subtipos especiales pue-
den asociar mejor o peor prondstico que un carcinoma
no especial en su mismo estadio o tener diferente com-
portamiento clinico, como ocurre con el carcinoma lo-
bulillar invasivo, que presentan recaidas mds tardias y
especial afinidad por la cavidad abdominal (3).

Como ejemplo, algunos subtipos, como el carcinoma
tubular, el carcinoma cribiforme invasivo, el carcinoma
metapldsico fibromatosis-like o adenoescamoso o el
carcinoma de células altas con polaridad inversa, tienen
mejor prondstico que un carcinoma invasivo subtipo
no especial, incluso aunque los tres dltimos presenten
frecuentemente un inmunofenotipo triple negativo (TN)
(3,5). Por el contrario, otros subtipos especiales, como
el carcinoma metapldsico fusocelular o con diferencia-
cion mesenquimal heter6loga, se consideran mds agre-
sivos que un carcinoma invasivo subtipo no especial en
el mismo estadio y presentan menores respuestas a un
tratamiento de neoadyuvancia (3,6).

GRADO HISTOLOGICO

Todos los carcinomas invasivos de mama deben gra-
darse, independientemente del subtipo histologico o de
si la muestra es una biopsia diagndstica o una pieza qui-
rurgica. La tnica situacidon que no requiere de grado his-
tologico es el diagndstico de carcinoma microinvasor,
definido como invasién < 1 mm (3,7). El grado histo-
16gico continda siendo hoy en dia uno de los biomarca-
dores de mayor transcendencia en el carcinoma invasor
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de mama. Tiene valor prondstico independiente del
estadio del tumor, ya que algunos estudios han demos-
trado que predice mejor el pronéstico del tumor que el
tamafio tumoral, pardmetro que es mds dependiente del
tiempo de evolucion de la neoplasia (7).

Para establecer el grado histolégico (GH), la Orga-
nizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda usar
el sistema de gradaciéon de Nottingham (Elston-Ellis),
que es una modificacién del disefiado por Patey-Scarff y
Bloom-Richarson. En este se valoran de forma indepen-
diente tres pardmetros: formacién de ductos o gldndu-
las, la atipia nuclear y el nimero de mitosis. Se estable-
ce un marcador independiente para cada parametro de 1,
2 0 3 que posteriormente serd sumado para establecer el
marcador global (Fig. 1).

A la hora de valorar el componente glandular del tu-
mor deben tenerse en cuenta solo formaciones glandula-
res reales e identificar células con polaridad en torno al
lumen. Para establecer el grado nuclear debe localizarse
la zona con la celularidad mads atipica. El grado nuclear
(GN) I es aquella célula que presenta un nucleo casi si-
milar al de la célula de mama normal (Fig. 1B) y GN III
y aquel que presenta un nucléolo prominente y tiene un
tamafio al menos 4 veces el nicleo de la célula normal
de mama (Fig. 1D). El GN II se empleard para casos in-
termedios (Fig. 1C). En cuanto a las mitosis, solo deben
contabilizarse mitosis bien establecidas, sin considerar
fenémenos de apoptosis ni de cariorrexis (8) (Fig. 1E).
Las mitosis deben valorarse en la zona de mayor prolife-
racion del tumor, que suele ser el frente expansivo. A la
hora de establecer la puntuacién hay que tener en cuenta
el tamafo del campo del microscopio desde el que esté
realizdndose la observacion, ya que los puntos de corte
varian en funcién del campo (3,7). Con el auge de la pato-
logia digital, el contaje de mitosis podra establecerse con-
tabilizando mitosis por milimetro cuadrado, ya que puede
no existir una equivalencia exacta de la imagen digital
con el campo de un microscopio 6ptico (9).

Cuando se grada un carcinoma de mama siguiendo
estrictamente estas premisas, la reproducibilidad intra-
e interobservador aumenta considerablemente. Es de
esperar que en un futuro préximo se desarrollen algo-
ritmos de inteligencia artificial que mejoren la reprodu-
cibilidad del grado histolégico y que predigan el pro-
néstico del tumor con base en este dato (7.9).

BIOMARCADORES PRONOSTICOS Y PREDICTORES
DE RESPUESTA

CONSIDERACIONES PRACTICAS

Dado su carécter predictor de respuesta a tratamientos,
debe determinarse la expresién de receptor de estroge-
nos, de progesterona y de HER2 en todos los carcinomas
invasores de mama, en sus recidivas y en sus metasta-
sis siempre y cuando sea posible obtener una biopsia.
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1A Parametros a valorar Puntuacion

Formacion glandular o tubular
>75%
10-75 %
<10 %

Pleomorfismo nuclear

Nicleos pequeflos y uniformes,
sin nucléolo

Moderado incremento y variabilidad
nuclear, nucléolos perceptibles

Marcada atipia nuclear, variabilidad,
nucléolos prominentes

Contaje de mitosis

Segtlin campo microscopio 1-3
Grado histologico Marcador global

Grado histoldgico 1 3-5

Grado histolégico 2 6-7

Grado histolégico 3 8-9

Fig. 1. Grado histologico. A. Pardmetros implicados en el grado histoldgico segiin Nottingham (Elston-Ellis). B. Grado nuclear 1.
C. Grado nuclear 2. D. Grado nuclear 3. E. Solo figuras de mitosis claras, como las sefialadas con flechas, deben contabilizarse

para realizar la gradacion histoldgica.

El inmunofenotipo tumoral puede variar a lo largo de la
evolucion de la enfermedad hasta en un 27 % de los casos.
La pérdida de RH se ha relacionado con una disminucién
de la supervivencia. Por el contrario, detectar positividad
para RH o HER2 supone que el paciente puede recibir
una terapia dirigida. La biopsia con aguja gruesa es va-
lida para realizar las técnicas y se aconseja contar con al
menos tres cilindros para mejorar la concordancia con la
pieza de reseccidn y detectar expresiones heterogéneas en
algiin biomarcador (10,11).

Debido su baja reproducibilidad, las gufas america-
nas no incluyen ki67 dentro de los biomarcadores pre-
dictores de respuesta de obligada realizacién. Su deter-
minacién es opcional (3.,4). Por el contrario, en Europa,
la conferencia bianual de St. Gallen si que reconoce su
utilidad y lo incluye dentro de los biomarcadores a rea-
lizar en carcinomas invasores de mama (12).

En el caso del carcinoma intraductal, solo seria nece-
sario realizar el receptor de estrégenos. La realizacion
del receptor de progesterona es opcional (13).

En los tumores multicéntricos o multifocales se rea-
lizardn los biomarcadores al de mayor tamafio si pre-
sentan similar histologia o a todos los focos si las his-
tologias fuesen diferentes. En el caso de bilateralidad,
se realizard a ambos focos. No es obligatorio repetir las
determinaciones en la pieza de reseccion, salvo excep-
ciones, como una escasa representacion neopldsica en la
biopsia, una histologfa diferente en la escisién o resulta-
dos no concluyentes previos, entre otras (3,4,10).

En el contexto del tratamiento neoadyuvante (TNA),
las guias ASCO CAP no indican la obligatoriedad de
repetir los biomarcadores tras TNA en casos de res-

puestas parciales. Sin embargo, algunas series detectan
cambios en el inmunofenotipo tumoral que modificarian
tratamientos en aproximadamente el 4 % de los casos
(14,15). Por este motivo consideramos importante repe-
tir los biomarcadores, especialmente si se observan res-
puestas menores a las esperadas para un subtipo tumoral
o en carcinomas negativos para RH o HER2 pre-TNA.

Para garantizar un 6ptimo resultado de las técnicas es
necesario tener en cuenta una serie de consideraciones
practicas (Tabla I). El tiempo de isquemia fria, es decir, el
tiempo que pasa desde que se extrae la biopsia hasta que se
incluye en formol no debe superar una hora. Los tiempos
de fijacion en formaldehido tamponado al 10 % no deben
ser inferiores a las 6 horas ni superiores a las 72 horas. La
infra- o la sobrefijacién del tejido puede dar lugar a falsos
positivos o a falsos negativos en los resultados (4,16).

Los unicos sistemas para la determinacién de bio-
marcadores son la inmunohistoquimica (IHQ) en el
caso de receptores hormonales e IHQ e hibridacion in
situ (HIS) en el caso del HER2. Es obligatorio que cada
laminilla de tejido contenga como minimo un control
externo positivo que permita comprobar que las técnicas
se hayan realizado correctamente. El control interno del
tejido mamario seria insuficiente, puesto que no siem-
pre estd presente y no es valido en el caso de HER2. Es
ademds aconsejable utilizar anticuerpos con aprobacion
FDA o marca CE-IVD. En el caso de emplear anticuer-
pos desarrollados in house es necesario validarlos con
un nimero suficiente de casos para garantizar un resul-
tado 6ptimo. Esta validacién deberd quedar registrada
para futuras certificaciones o acreditaciones del labora-
torio (4,13,17,18).

[REV CANCER 2022;36(4):185-196]
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TABLAT.
CONSIDERACIONES PRACTICAS PARA DETERMINACION OPTIMA DE BIOMARCADORES EN PATOLOGIA MAMARIA

Debe emplearse formol tamponado al 10 %, comercial
Tiempo de isquemia fria (tiempo que transcurre desde la toma de la biopsia

Condiciones
de fijacion

hasta que se introduce en formol) inferior a 1 hora
Fijacion en formol tamponado durante un minimo de 6 horas y un maximo de 72

Si hubiera desviacidn en cualquiera de los tiempos debe reflejarse en el informe, ya que puede

afectar al resultado

Segtn las guias ASCO-CAP la muestra debe ser representativa. Se aconsejan 3 cilindros

en una biopsia por aguja gruesa

Representatividad
de la muestra

Deben realizarse las determinaciones en todos los carcinomas invasivos, recidivas
y metdstasis. No es obligatorio repetir en piezas de reseccion, salvo excepciones

Si hay mds de un foco de carcinoma invasivo con similares histologias, se realizardn
las determinaciones sobre el de mayor tamafo. Si fuesen de histologias diferentes o tumores

bilaterales se realizaran a todos

Las determinaciones deben valorarse acorde a las tltimas guias publicadas de interpretacion
Deben tenerse en cuenta las caracteristicas histoldgicas del tumor para interpretar

Interpretacion

los biomarcadores y comprobar casos no concordantes (por ejemplo, grado histolégico 1
con sobreexpresion de HER2, etc.)

En el informe de biomarcadores debe constar el anticuerpo empleado, asi como la plataforma

donde se realiza

Utilizar anticuerpos con validacién FDA o CE-IVD. Si se utilizan anticuerpos in house
es necesario realizar validacion y registrarla
Cada biomarcador determinado por IHQ o HIS debe llevar, al menos, un control positivo

Calidad en las en la misma laminilla

determinaciones

Debe pertenecerse a un control externo de calidad

Es aconsejable conocer la cifra de casos HER2 positivos del laboratorio propio, que debe estar

en torno al 15 %

Es aconsejable que el personal que realice e interprete las técnicas participe en cursos

de formacion continuada

Es importante realizar una interpretacion del resulta-
do de cada biomarcador en consonancia con las caracte-
risticas histolégicas del carcinoma. Es extremadamente
infrecuente que un carcinoma invasor GHI1 tenga una
tincién score 3+ de HER2 o que sea negativo para re-
ceptores hormonales. Los casos en los que se detecta
discordancia entre la histologia y el resultado de los bio-
marcadores deben revisarse para garantizar la fiabilidad
del resultado (13,17).

A la hora de realizar el informe de biomarcadores
predictivos de respuesta debe constar tanto el clon del
anticuerpo empleado como su proveedor. Por dltimo, es
necesario pertenecer a un control externo de calidad que
evalde al laboratorio periédicamente para comprobar y
garantizar la fiabilidad de los resultados (13,17).

RECEPTORES HORMONALES (RH)
La expresion de receptor de estrégenos (RE) es un

factor de buen prondstico y predictor de respuesta al
tratamiento hormonal (19). Dada su escasa toxicidad
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y el gran beneficio que aporta, el uso de terapia hormo-
nal estd indicado en todas las pacientes que presenten un
carcinoma mamario con expresion de RH. Aproximada-
mente el 79-85 % de los carcinomas de mama expresan
RE y este porcentaje es incluso mas alto en pacientes
posmenopdusicas. La mejora en los métodos de determi-
nacion, el uso de anticuerpos primarios mds sensibles y
la estandarizacién de los protocolos técnicos han ayuda-
do a optimizar la deteccién de los casos positivos (13).
La dltima guia ASCO-CAP, publicada en 2020, mantie-
ne el punto de corte de positividad en el = 1 % de células
tumorales tefiidas para RE, independientemente de la in-
tensidad. Como novedad, hay que informar del resultado
como “positivo de baja intensidad” cuando la expresion
del receptor sea entre del 1-10 %. Aproximadamente el
2-3 % de los carcinomas de mam4 presentaran un nivel
de estrégenos < 10 %. Este grupo de tumores es un reto,
no solo por la reproducibilidad del resultado, sino tam-
bién porque se desconoce el beneficio real de la terapia
hormonal en este subgrupo de pacientes, que molecu-
larmente estdn mds relacionados con los tumores triple
negativo que con los tumores luminales (13).
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El receptor de progesterona (RP) se encuentra re-
gulado por el receptor alfa de estrégenos (a-ER), de
forma que la expresion de RP sugiere que el a-ER es
funcionante. Entre el 60 y el 70 % de los casos de car-
cinoma invasivo de mama presentan expresion de RP
y aproximadamente un 10 % de los casos expresaran
unicamente RE (esto es un factor de mal prondstico)
(20,21). Una expresién de RP < 20 % también se ha
relacionado con un peor prondstico y se ha tenido en
cuenta a la hora de realizar la subclasificacion en tu-
mores luminales Ay B (21,22).

En la valoracién de RH solo deben tenerse en cuenta
las tinciones nucleares, independientemente de su inten-
sidad. Para detectar tinciones débiles es necesario visua-
lizar la preparacion al menos a un aumento de 10x. En el
informe debe constar tanto el porcentaje de células tefii-
das como la intensidad de tincién y, de forma opcional,
podremos afadir sistemas de valoracién de receptores
hormonales, como el sistema Allred, en el que se com-
binan el porcentaje de células tefiidas y la intensidad de
la tincién para obtener una puntuacion final (23).

E170-85 % de los carcinomas invasivos de mama ex-
presan receptor de andrégenos (RA). Este es un biomar-
cador cuya realizacién no es obligatoria, pero que estd
explordndose como nuevo agente terapéutico y pronds-
tico en el carcinoma de mama (24).

HER?2

Lasobreexpresion de HER2 o amplificacion ERBB2
comenzo determindndose en el cancer de mama como
un factor pronéstico desfavorable. Sin embargo, con
el impulso de las terapias anti-HER2, HER2 ha pa-
sado a ser un biomarcador predictor de respuesta a
tratamientos dirigidos acompafiados o no de quimio-
terapia. El mejor conocimiento de la sefializacién de
HER?2 ha permitido el desarrollo de nuevos farma-
cos que mejoran sustancialmente el prondstico de
estas pacientes. Actualmente puede accionarse sobre
HER? mediante el doble bloqueo con trastuzumab
y pertuzumab con farmacos conjugados que combi-
nan trastuzumab con otras moléculas, como emtasine
(TDM-1) o deruxtecam (T-DXd), o con inhibidores
tirosina quinasa como lapatinib, rucatinib o neratinib,
lo que ha revolucionado el prondstico de las pacientes
HER? tanto en estadios iniciales como avanzados (25).

Derivadas de los problemas de reproducibilidad de
resultados entre laboratorios, la Sociedad Americana
de Oncologia Clinica (ASCO) y el Colegio Americano de
Patélogos (CAP) crearon las guias de HER2, que inclu-
yen indicaciones tanto para la parte técnica como para
la interpretacion de los resultados. Desde la publicacion
de las primeras gufas en 2007 ha habido dos actualiza-
ciones, la mas reciente, en 2018 (17,26,27). De forma
paralela, el colegio inglés de pat6logos ha desarrollado

su propia guia UK-HER?2, que es la guia mds reciente,
casi superponible a la guia americana (28).

La definicién de caso positivo para HER2 ha ido
variando ligeramente de una guia a otra. En la guia de
2007 habia una especial preocupacion por los casos fal-
sos positivos, por lo que se puso el punto de corte para
positividad en > 30 % de células con tincién completa
e intensa de membrana. En el afio 2013, con el obje-
to de disminuir los falsos negativos, se bajé a > 10 %
el punto de corte para la positividad y ademds se usé
una definicion para HER2 2+ (tincién débil o moderada
circunferencial que puede ser incompleta en > 10 %
de las células) que obligaba a hacer HIS en la mayo-
ria de las ocasiones. La guia de 2018 mantiene el punto
de corte de positividad en el 10 %. Mover el punto de
corte del 30 % al 10 % précticamente no tiene reper-
cusién porque la gran mayoria de los casos de HER2
tiene tinciones homogéneas y los falsos positivos se de-
ben mds a una sobreinterpretaciéon de casos HER2 2+
no amplificados, como casos HER?2 positivos 3+ (29).

En cuanto al score 2+, la guia de 2018 los define
como aquellos que presentan tincién completa de mem-
brana débil a moderada en mas del 10 % de las células,
eliminando los términos contradictorios circunferencial
e incompleta. Ademads, incluye en el score 2+ casos en
los que la tincién es moderada o intensa pero incomple-
ta, como podria suceder en el carcinoma micropapilar
de mama. Esta tincién incompleta debe testarse por HIS
porque es muy probable que amplifique (2,17) (véase el
algoritmo completo de HER2 THQ en la figura 2).

Aproximadamente el 5 % de los casos HER2 positi-
vos presentardn tinciones heterogéneas. Observaremos
areas agrupadas de tincién 3+ en el seno de dreas ne-
gativas o con intensidades menores. En el caso de que
supongan > 10 % de la muestra, el caso debe conside-
rarse positivo, pero debe informarse como heterogéneo
y reflejar el porcentaje de células positivas, asi como el
patrén de tincion de las restantes. Estos casos son can-
didatos a tratamientos diana, pero es esperable que rea-
licen respuestas menores a los farmacos diana. Por otro
lado, en el caso de que la zona positiva suponga < 10 %
es conveniente hacerlo constar en el informe y repetir la
determinacién en la reseccion por si se detectara un ma-
yor porcentaje de celularidad positiva y pudiera haber
cambio en el estado de HER2 (2,30) (Fig. 3B).

La interpretacion de la hibridacién in situ (HIS) tam-
bién ha evolucionado con el tiempo. Actualmente se
recomienda usar sondas duales y divide los resultados
en 5 grupos. El grupo 1 corresponderia a los casos po-
sitivos (ratio = 2,0 y media de sefiales de HER2 = 40),
el grupo 5, a los casos negativos (ratio < 2,0 y media
de sefales de HER2 < 4) y los grupos 2 (ratio =20y
media de sefiales HER2 < 4) y 4 (ratio < 2,0 y media de
seflales de HER? entre = 4,0 y < 6,0) requieren evalua-
cioén conjunta con el resultado de inmunohistoquimica.
Si su IHQ arroja una tincién 3+ serian casos positivos.

[REV CANCER 2022;36(4):185-196]
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Score 0+ Score 1+ Score 2+ Score 3+

Sin tincién o tincion de Tincién de membrana Tincién de membrana completa débil Tincién de membrana

débil, incompleta y débil y apenas o no uniforme en > 10 % células. .

. . L completa e intensa > 10 %

apenas perceptible < 10 % perceptible > 10 % de las Otros patrones tincion de las células

de las células células Necesario HIS (ver algoritmo) ;
I
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Q I .

HER2 LOW: score 1+ y 2+ sin amplificacién |
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Ratio HER2/CEP17 = 2, Ratio HER2/CEP17 = 2, Ratio HER2/CEP17 < 2, Ratio HER2/CEP17 < 2 Ratio HER2/CEP17 < 2,
H Media HER2 = 4 Media HER2 > 4 Media HER2 = 6 Media HER?2 4-6 Media HER2 < 4
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Positivo Con THQ 0-2+ es negativo

Con ITHQ 2+ o 3+ es positivo
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Fig. 2. Algoritmo de interpretacion de HER2 segiin las guias ASCO-CAP 2018. Parte superior, algoritmo de IHQ. Parte inferior,

algoritmo en el caso de comenzar la determinacion mediante HIS.

Si la tincién es 0-2+ y un segundo observador obtiene
el mismo resultado en el contaje de HIS, se consideran
negativos con una nota explicativa: se aclara que no se ha
demostrado beneficio de las terapias anti-HER?2 en estas
situaciones. El grupo 3 corresponde a casos con ratio < 2
y media de sefiales de HER2 = 6. Se consideran positivos
si su tincién IHQ es de 2+ o 3+ y negativos si punttian O+
o 1+, con la misma nota explicativa expuesta anterior-
mente. Este nuevo algoritmo evita los antiguos resultados
equivocos que dificultaban la toma de decisiones tera-
péuticas, pero obliga a testar en los grupos 2-4 con [HQ
de forma refleja. En cualquier caso, la frecuencia de los
grupos 2-4 dependerd en gran medida de si se hace HIS a
todos los casos o se testa primero con IHQ y se hace HIS
solo a los casos con tincién 2+ (2,17). Con las guias de
2018 han disminuido los resultados positivos, ya que los
grupos 2 y 4 se consideran negativos (31). Véase el algo-
ritmo completo de HER2 HIS en la figura 2.

A pesar de que la guia ASCO-CAP 2018 estd orien-
tada a evitar resultados equivocos, existen todavia si-
tuaciones ambiguas pendientes de resolver, como los
casos del grupo 1, que presentan amplificacion con bajo
nimero de copias de HER2 (= 4 y < 6). Este grupo de
baja amplificacion presenta hasta en un 20 % resulta-
dos 0 y 1+ por IHQ y solo se detectarian si testamos
directamente con HIS y serfan negativos si comenzamos
la valoracién con IHQ, que es la practica mds habitual
(32). Ademds, estos casos con baja amplificacion suelen
ser heterogéneos y poco reproducibles interobservador,
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por lo que consideramos adecuado afiadir un comentario
en el informe cuando se obtenga este resultado (2).

Las nuevas versiones de los farmacos conjugados,
como trastuzumab-duocarmizine (SYD-985) y tras-
tuzumab-deruxtecan (T-DXd), han mostrado resultados
muy favorables en ensayos clinicos que incluian pacien-
tes con bajos niveles de expresion de HERZ; es decir,
casos con tincién 1+ o 2+ sin amplificacién (33,34).
Los tumores low HER2 suponen aproximadamente el
55 % de los carcinomas de mama. La mayoria son RH
positivo e incluyen distintos subtipos intrinsecos (35).
Esto supone que la distincién entre 0+ y 1+, que ha
sido hasta ahora irrelevante desde el punto de vista
clinico, podria ser en un futuro préximo critica para
definir el tratamiento de una paciente con enfermedad
avanzada. En este escenario seria necesario mejorar
aun mds la reproducibilidad de los resultados. La prea-
nalitica es critica para lograr tinciones robustas y re-
producibles (2).

El futuro de HER?2 pasa por la deteccion no solo de
sobreexpresion y amplificacion, sino también en la deter-
minacién de mutaciones accionables en ERBB2 presentes
entre el 2 y el 5 % de los canceres de mama (36). Estas
mutaciones son mds frecuentes en carcinomas lobulilla-
res, especialmente en su variante pleomorfica, en las que
se ha llegado a identificar hasta el 25 % de los casos (37).
Por tanto, las mutaciones de ERBB2 deben estar incluidas
en paneles de secuenciacion orientados a buscar altera-
ciones accionables en cancer de mama (36-38).
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Fig.3.A. H&E y HER? de carcinoma invasivo con tincion intensa pero incompleta de HER2. Este caso debe categorizarse como 2+
y realizar HIS. B. Tincion heterogénea para HER2 IHQ e HIS con células amplificadas y células no amplificadas entremezcladas.

Ki67

Ki67 es el método mas extendido para determinar el
nivel de proliferacion celular de una neoplasia mediante
IHQ. Es una proteina nuclear que estd presente en todas
las fases del ciclo celular menos en GO, de forma que su
expresion indica que la célula o bien estd dividiéndose
o bien va a empezar a hacerlo. Sin embargo, debido a su
baja reproducibilidad inter- e intraobservador, se cues-
tiona su utilidad en el manejo clinico de los pacientes.
Hay falta de consenso en el método que debe seguirse
para su evaluacién y en cdncer de mama no ha conse-
guido definirse un punto de corte que permita diferen-
ciar baja y alta proliferacion. Por estas razones, ni las
gufas ASCO ni NCCN (National Cancer Comprehen-
sive Network) recomiendan su uso rutinario (39). Por
el contrario, en las conferencias de St. Gallen de 2017
y de 2021 se coincidi6 en que puede usarse en tumores
ER+/HER2- para distinguir entre tumores luminales A
y B, aunque se refleja la preocupacion por su falta de
reproducibilidad (12,40). En este sentido, tanto la con-
ferencia de St. Gallen de 2021 como el grupo de tra-
bajo de ki67 (ki67 working group) consideran que solo
deben tenerse en cuenta valores o muy bajos (< 5 %)

o muy altos (> 30 %) para tomar decisiones terapéuticas
y aconsejan el uso de plataformas multigén en los casos
intermedios (12,39).

Otros usos potenciales de ki67 incluyen la prediccién
de respuesta o de resistencia a quimioterapias y terapias
endocrinas o la determinacion dindmica de respuesta a
tratamiento neoadyuvante, principalmente endocrino
(39). También ki67 ha demostrado utilidad para prede-
cir la respuesta a inhibidores del ciclo celular, de forma
que a mayor indice de ki67 mejor respuesta utilizando
terapias combinadas de CDK4/6i con tratamiento hor-
monal (4142).

Para cuantificar ki67 deberemos tener en cuen-
ta células tefiidas de cualquier intensidad y evaluar
el conjunto de la laminilla para dar un valor global
de ki67, teniendo en cuenta zonas de mds y menos
proliferacién. Utilizar guias de consenso mejora la re-
producibilidad y recientemente se ha desarrollado una
pagina web (https://www.ki67inbreastcancerwg.org/)
que incluye una aplicacién que ayuda a mejorar la in-
terpretacion de ki67 (39).

Por lo tanto, a pesar de la controversia que genera
ki67, este biomarcador presenta un importante valor
prondstico y predictor de respuesta y posiblemente
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el uso de métodos que estandaricen su valoracién o el
empleo de algoritmo de inteligencia artificial otorgaran
mayor valor a este biomarcador, ttil, pero cuestionado
(43-45).

Linfocitos intratumorales (TIL)

En los ultimos afios la evaluacién morfolégica de los
TIL en céncer de mama se ha propuesto como nuevo
biomarcador prondstico y predictor de respuestas a tra-
tamientos neoadyuvantes y de inmunoterapia, principal-
mente en tumores triples negativos y HER2. Cada incre-
mento del 10 % en el nimero de TIL se ha asociado con
una disminucién de la mortalidad en cdncer de mama
triple negativo (TN) y HER2. Incluso se ha propuesto
que en tumores TN y HER?2 un porcentaje de TIL del 30
al 50 % o > 20 %, respectivamente, podria ser el punto
de corte para desescalar los tratamientos quimioterdpi-
cos o anti-HER?2 (46 ,47). En cambio, el papel de los TIL
en los tumores luminales no estd aclarado e incluso pa-
rece ser un factor prondstico adverso (48.,49).

St. Gallen 2021 y la Sociedad Europea de Oncologia
médica (ESMO) reconocen la importancia prondstica de
los TIL, aunque desaconsejan su uso independiente para
guiar opciones terapéuticas. La udltima edicion del libro
de la OMS de tumores mamarios también ensalza su
importancia, por lo que consideramos que debe constar
su valoracién en los informes de anatomia patoldgica,
especialmente ahora que estd ddndose tanto valor a la
inmunoterapia (3,12,47).

REvV. CANCER

Para su cuantificacion debe utilizarse el método des-
crito por Salgado et al. (50), que ha sido recientemente
actualizado con la creacién de un espacio web (Www.
tilsinbreastcancer.org) en el que de forma gratuita pue-
de accederse a imdgenes comparativas para cuantificar
mejor este biomarcador. Ademads, se redefine la cuanti-
ficacién en metdstasis tanto sobre érganos sélidos como
sobre ganglio linfatico (46). Véase la figura 4A con al-
goritmo de interpretacién de TIL.

PD-L1, TMB y MSI

PD-1 es un regulador negativo del sistema inmune
que se expresa en la superficie de células T, B, natural
killer, monocitos y células dendriticas, pero que no estd
expresado en células T en reposo. PD-1 se une a dos
ligandos, PD-L1 (B7-H1) y PD-L2 (B7-DC). La activa-
cién de PD-1 a través de su unién con PD-L1 y L2 regu-
la negativamente el sistema inmunitario, lo que inhibe
la funcién de los linfocitos T y reduce la actividad cito-
toxica y la capacidad de reconocer antigenos. Los tumo-
res s6lidos son capaces de activar esta via de inhibicion
de respuesta inmune, lo que incrementa la expresion de
PD-L1 en las células neopldsicas o linfoides (51).

Los ensayos clinicos aleatorios Impassion 130 (52)
y Keynote-355 (53) han demostrado, respectivamente,
el beneficio de farmacos anti PD1/PD-L1 (atezolizumab
y pembrolizumab) sumados a quimioterapia en el trata-
miento en primera linea de carcinoma de mama triple
negativos metastdsicos. En ambos casos, la determina-

4A Cuantificacion de TIL en carcinoma invasor de mama

Seleccionar el drea tumoral

Excluir zonas de necrosis
y el estroma adyacente

Cuantificar los TIL estromales.
Solo células mononucleadas.
v No PMN ni agregados linfoides
proximo fuera del estroma tumoral.

Dar resultado como
variable continua
en porcentaje.

4B

Valoracién de PD-L1

Comprobar controles tincién. =
Si correctos continuar valoracion

Seleccionar el drea tumoral y el )
estroma adyacente proxima .

Excluir zonas de necrosis

Estimar porcentaje de células
inflamatorias mononucleadas tefiidas
con PD-L1 SP142 del drea tumoral
total y el estroma inmediato

[1C= 1 % PD-L1 SP142 positivo |

Las tinciones de IC pueden ser granulares,
citoplasmaticas o de membrana.

No contabilizar PMN
No contabilizar células plasméticas (22C3, CPS)

Las tinciones de CT deben ser lineales de
membrana, de cualquier intensidad (22C3, CPS)

IC células inmunes, CT células tumorales, PMN polimorfonucleares, CPS Combined Positive Score

CPS = 1C PD—I}J + CT PD-L1 <100
CT viables totales

| cPs > 10 PD-L1 22¢3 positivo |

Fig.4.A. Algoritmo de valoracion de TIL segiin Salgado et al (2015). 4. Algoritmo de valoracion de PD-L1 SP142 y PD-LI 22C3.
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cién de PD-L1 resulta determinante para seleccionar las
pacientes que se benefician de estos tratamientos. Sin
embargo, el anticuerpo utilizado y la forma de valora-
cién varian de un ensayo a otro.

Para el uso de atezolizumab usaremos el anticuerpo
de PD-L1 SP-142 de Ventana (Tucson, Arizona) y valo-
raremos Unicamente la celularidad inmune en el estro-
ma del tumor y su inmediata vecindad. Se considerard
positivo un inmune cell score (IC) = 1 %. Las tinciones
identificadas en las células inmunes podran ser granula-
res, de membrana o citoplasmaticas (52).

Para el uso de pembrolizumab emplearemos el anticuer-
po de PD-L1 22C3 (Agilent, Carpinteria, CA) y valorare-
mos el marcador positivo combinado (CPS) resultante de
calcular el cociente entre la suma de las células tumorales
e inmunes teflidas con PD-L1 y el nimero total de células
tumorales viables multiplicado por 100. Se considera po-
sitivo cuando el valor de CPS es = 10. CPS es un nimero
absoluto y no un porcentaje y se ha determinado que su
valor maximo es de 100, aunque la cifra que arroje nuestro
cdlculo pudiera ser mayor. La tincién de las células neopla-
sicas ha de ser de membrana, circunferencial o incompleta
de cualquier intensidad y la tincién de la celularidad inmu-
ne puede ser granular, citoplasmatica o de membrana (53).

En ambos casos, los tipos de células inmunes que se
incluyen en el contaje son linfocitos, macréfagos, células
dendriticas y granulocitos. Se excluyen los neutréfilos y
las células plasmaticas. Las zonas de necrosis también
deben excluirse de la valoracion. Las técnicas deben rea-
lizarse con al menos un control positivo. La amigdala es
el control ideal y es recomendable usar también un con-
trol negativo, tal y como recomiendan ambos fabricantes.

El hecho de que existan dos plataformas diferentes para
la determinacion de PD-L1 en funcién del farmaco a em-
plear supone un problema para los laboratorios de anato-
mia patolégica, ya que es frecuente que solo se disponga
de una de ellas. Por el momento, y a diferencia del pulmén,
no existen estudios de armonizacién entre los anticuerpos
y, ademads, su concordancia es muy baja (54,55).

La carga mutacional tumoral (Tumoral Mutational
Burden, TMB) también se ha propuesto como posible
biomarcador de respuesta a inmunoterapia, ya que mide
la carga de antigenicidad que presenta una neoplasia y,
por tanto, su inmunogenicidad. Se ha demostrado que
un TMB = 10 detectado con la plataforma Foundation
One DX Assay predice la respuesta a pembrolizumab.
Sin embargo, este punto de corte no tiene validez para
otros farmacos, como atezolizumab, y los resultados de
TMB de distintas plataformas no son superponibles, por
lo que se necesitan estudios de armonizacién que permi-
tan homogeneizar puntos de cortes y que garanticen la
reproducibilidad de los resultados (56).

La inestabilidad de microsatélites (MSI) también se
ha propuesto como biomarcador predictor de respuesta
a inmunoterapia, pero en mama esta alteracion es extre-
madamente infrecuente (0-2 %) (57).

PLATAFORMAS GENOMICAS

En los dltimos afios, y debido a la mejorfa del pro-
noéstico del cancer de mama en estadios precoces, ha
aumentado el interés en seleccionar de una forma 6p-
tima a aquellas pacientes que van a beneficiarse de un
tratamiento adyuvante con quimioterapia o con hormo-
noterapia exclusiva. En aquellas pacientes con cancer de
mama luminal en estadio precoz la supervivencia global
a los 10 afios es excelente, por lo que recibir quimio-
terapia en todos los casos producirfa una alta tasa de
sobretratamientos, lo que ocasiona efectos secundarios
derivados de ellos. En este escenario cobran importan-
cia las plataformas genémicas.

MAMMAPRINT®, AGENDIA

Se trata de una firma de 70 genes capaz de pronosti-
car la evolucién de la enfermedad. Fue desarrollada en
el aio 2002 por el Instituto Nacional de Cédncer holan-
dés y permite estratificar a las pacientes en alto y bajo
riesgo de recaida. La firma de 70 genes ha sido validada
para tumores sin afectaciéon ganglionar, con afectacién
ganglionar y en pacientes posmenopdusicas, por lo que
recibi6 la aprobacién de la Food and Drug Administra-
tion (FDA) de EE. UU.) (58).

Posteriormente, con el ensayo prospectivo MIN-
DACT (Microarray in Node-Negative and 1 to3 Posi-
tive Lymph Node Disease May Avoid Chemotherapy)
se obtuvo el nivel de evidencia IA. Los resultados de
este estudio demuestran que muchas pacientes de céan-
cer de mama en estadio temprano con hasta 3 ganglios
afectados pueden evitar de forma segura la quimiotera-
pia adyuvante a partir de un andlisis de la biologfa de
su enfermedad. Hasta un 46 % de las pacientes clasifica-
das de alto riesgo por el método clinico se clasificaban
como de bajo riesgo mediante Mammaprint®(58).

ONCOTYPEDX®, PALEX

Calcula una puntuacién de probabilidad de recaida
(Recurrence Score, RS) con base en la expresion de 21
genes. Este marcador tiene un valor de 0-100 y se divide
en tres grupos prondsticos: de bajo riesgo (RS < 18), in-
termedio (RS 18-30) y alto (RS > 30), con probabilidades
de recaida del 7 %, del 14 % y del 30 %, respectivamente.
El método ha sido validado en muestras parafinadas y tie-
ne valor predictivo para determinar el beneficio de recibir
quimioterapia 0 no en pacientes con ganglios positivos
y negativos (59). El ensayo TAILOR X aclar6 en gran
medida la necesidad de quimioterapia en el grupo inter-
medio y demostré que en pacientes < 50 afios con RS de
entre 16 y 25 habia beneficio en el uso de quimioterapia,
mientras que con > 50 afios con RS < 25 no se obtenia be-
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neficio (60). Mas adelante, el ensayo RESPONDER de-
mostrd el beneficio de recibir quimioterapia en pacientes
premenopdusicas con ganglios positivos y con RS < 25,
mientras que las posmenopdusicas, no (61). Palex tam-
bién ha desarrollado una prueba para determinar la ne-
cesidad de radioterapia en el carcinoma in situ de mama,
aunque su uso clinico es muy limitado (62).

ENDOPREDICT®, MYRIAD GENETICS

Es un test prondstico basado en el estudio de 12 ge-
nes, que estima el riesgo de recaida a los 10 afios y, ade-
mads, proporciona informacién sobre el beneficio de las
terapias hormonales prolongadas mds alld de los 5 afios.
EndoPredict combina el resultado del test con el tamaiio
tumoral y el estado ganglionar para obtener un marca-
dor no solo teniendo en cuenta la biologia del tumor,
sino también la clinica (EPclin). Este marcador combi-
nado puede utilizarse para tomar decisiones terapéuticas
en pacientes posmenopdusicas con enfermedad luminal
y ganglios negativos. No se aconseja su uso en mujeres
con ganglios positivos (63).

PROSIGNA® (PAM50/RIESGO/ROR)

Usa la tecnologia de Nanostring, incluyendo 50 ge-
nes, para determinar el riesgo de recaida a distancia en
cancer de mama luminal en pacientes posmenopdusicas
con hasta tres ganglios positivos que reciben tinicamente
tratamiento hormonal. Combina el estudio de expresion
de genes de proliferacion con el estado ganglionar y el
tamafio tumoral, definiendo una puntuacién ROR (Risk
of Recurrence). ROR se divide en tres: bajo (< 10 %),
intermedio (10-20 %) y alto (> 20 %). Prosigna® tam-
bién identifica subtipos intrinsecos. Ha sido validado
prospectivamente en pacientes tratadas con hormono-
terapia y ganglios tanto positivos como negativos (64).

NUEVOS BIOMARCADORES
PIK3CA

El ensayo clinico de fase III SOLAR-1 ha demostra-
do la eficacia del tratamiento combinado alpelisib-ful-
vestrant en el cdncer de mama luminal (HR+,HER2-),
estadios avanzados que hayan recibido tratamiento
endocrino previo. Por tanto, presentar mutacion en PI-
K3CA pasa a ser condicionante para recibir este trata-
miento (65). Para su determinacion pueden utilizarse
diferentes sistemas, como la secuenciacion directa por
Sanger, la técnica de Real Time PCR, mediante paneles
de secuenciacién masiva que incluyan este gen den-
tro de su panel, o mediante biopsia liquida estudiando
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mutaciones en ADN de células tumorales circulantes.
El estudio SOLAR emple6 tecnologia PIK3CA The-
rascreen, que permite detectar 11 mutaciones, las mas
frecuentes, pero no incluye todas las mutaciones exis-
tentes de PIK3CA. Lo que se desconoce es si alpelisib
tiene accién sobre mutaciones fuera de ese panel (65-67).

BRCAI/BRCA2

Los inhibidores de PARP (poli ADP-ribosa polimerasa)
olaparib y talazoparib estdn aprobados en Europa para el
tratamiento del cancer de mama en estadios avanzados en
pacientes que presenten mutaciones germinales en BRCAI
0 BRCA2. También estd testdndose el uso de inhibidores
de PARP en pacientes sin mutaciones germinales en estos
genes, lo que abre la posibilidad de su uso en pacientes
con mutaciones somdticas de BRCA o en otros genes im-
plicados en la recombinacién homéloga. Por este motivo,
es muy probable que tenga que testarse este biomarcador
en tejido parafinado en un futuro préximo (68).

BIOPSIA LIQUIDA (ADN CIRCULANTE Y CELULAS
TUMORALES CIRCULANTES)

La biopsia liquida se basa en que las neoplasia liberan a
la sangre células (Circulating Tumoral Cell, CTC) y com-
ponentes de estas células (ctDNA, RNA, exosomas, etc.).
Estos componentes pueden utilizarse gracias a la mejora
de las técnicas moleculares, que pueden detectar y ampli-
ficar cantidades minimas de material genético. Las mas
empleadas son las CTC y ctDNA, lo que permite de una
forma no invasiva caracterizar molecular y evolutivamen-
te una neoplasia mamaria avanzada y buscar mutaciones
diana o mutaciones de resistencias a tratamientos o inclu-
so predecir su recaida precozmente. Actualmente hay va-
lidacién FDA para la deteccion de mutaciones en PIK3CA
y ERSI en biopsia liquida. Su aplicacién es hoy en dia
experimental, pero ofrece un futuro muy prometedor (69).

NEXT GENERATION SEQUENCING (NGS)

Las técnicas de NGS permiten localizar la gran ma-
yoria de alteraciones gendémicas detectadas en cdncer.
Sin embargo, el uso a nivel asistencial de la NGS en
céncer de mama queda limitado a la busqueda de muta-
ciones accionables en el caso de estadios avanzados. De
las 40 alteraciones driver mas frecuentes en cancer de
mama, solo la amplificaciéon de HER2, las mutaciones
germinales de BRCAI/2 y las mutaciones de PIK3CA
tienen nivel de evidencia IA y el resto, como las fusio-
nes de NTRK, MSI, mutaciones en ERS/, mutaciones en
ERBB2 o AKT1I, tienen niveles de evidencia inferiores
como dianas moleculares (70).
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