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SUMMARY

Breast cancers with HER2 alterations are critical to
identify because such tumors require unique treatment,
including the use of targeted therapies. HER2 alterations
at the DNA (amplification) and protein (overexpression)
level usually occur in concert, and both in situ hybridiza-
tion and immunohistochemistry can be accurate methods
to assess these alterations. However, recent studies inclu-
ding those conducted by the Association for Quality
Assessment of the Spanish Society of Pathology and the
experience of several national reference centres for HER2
testing have suggested that serious reproducibility issues
exist with both techniques. To address this, a joint com-
mittee of both the Spanish Society of Pathology and the
Spanish Society of Medical Oncology has met to review
guidelines for HER2 testing. Consensus recommendation
are based not only on panellist’s experience but also in
those consensus guidelines previously reported in several
countries, such as United Stated, United Kingdom and
Canada.

RESUMEN

La identificación de los carcinomas de mama con ampli-
ficación/sobreexpresión de HER2 es crítica en la práctica clí-
nica diaria ya que estas neoplasias requieren un tratamiento
específico que incluye el uso de terapias dirigidas. Tanto las
técnicas de hibridación in situ como las técnicas inmunohis-
toquímicas son métodos apropiados para la identificación de
cánceres de mama HER2 positivos. Sin embargo, numerosos
estudios, incluidos los desarrollados por la Asociación para la
Garantía de Calidad en Patología de la SEAP (AGCP) y la
experiencia de centros de referencia nacionales en la deter-
minación de HER2 han puesto de manifiesto importantes
problemas de reproducibilidad entre laboratorios. Por estos
motivos, patólogos expertos en la determinación de HER2 de
estos centros de referencia, así como oncólogos médicos con
una contrastada actividad en cáncer de mama, en representa-
ción de las sociedades respectivas (SEAP y SEOM), han tra-
bajado para debatir y consensuar las recomendaciones nacio-
nales de determinación de HER2. Estas recomendaciones se
basan no sólo en la experiencia de los participantes en el con-
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INTRODUCCIÓN

Importancia clínica de la determinación de HER2
en cáncer de mama

El gen del receptor del factor de crecimiento epidér-
mico humano 2 HER2/neu (c-erbB-2) se localiza en el
brazo largo del cromosoma 17 y codifica la proteína
HER2, un receptor transmembrana con actividad tirosina
cinasa (1). HER2 pertenece a la familia del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), llamada tam-
bién familia HER. Esta familia está compuesta por cua-
tro miembros (HER1 a HER4), y juega, en condiciones
fisiológicas, un papel en la comunicación intercelular, y
entre célula y estroma (2,3).

Sin embargo, los receptores HER presentan una acti-
vidad de señalización anómala en un amplio rango de
tumores. Dentro de esta familia, la hiperactividad de
HER2 es particularmente oncogénica (4). Las evidencias
que llevaron a considerar HER2 como una diana tera-
péutica son los siguientes: la transfección del gen HER2
induce el fenotipo maligno; HER2 está sobreexpresado
en un 17-20% de cánceres de mama humanos; la causa
principal de la sobreexpresión de HER2 es la amplifica-
ción del gen; la sobreexpresión de HER2 o la amplifica-
ción del gen comporta un mal pronóstico en pacientes
con cáncer de mama (5); y, por último, a finales de los
años 90 se demostró que anticuerpos monoclonales diri-
gidos frente a HER2 eran capaces de ejercer un efecto
antitumoral. Uno de estos anticuerpos, el anticuerpo
murino 4D5, era particularmente activo en líneas celula-
res o tumores con sobreexpresión de HER2. La humani-
zación de 4D5 resultó en el anticuerpo anti-HER2 trastu-
zumab (Herceptin, Roche, Bassel) (6).

Desde hace varios años, la determinación de HER2
en cáncer de mama invasivo se considera rutinaria pero,
en cambio, el mejor método para determinar el estado de
HER2 y los algoritmos diagnósticos son objeto de con-

troversia. Esto resulta llamativo dado que la determina-
ción de HER2 influye en la toma de decisiones clínicas a
nivel pronóstico y a nivel de predicción de respuesta. A
nivel pronóstico, el estado de HER2, junto con otros fac-
tores, puede afectar a la decisión de administrar, o no,
terapia adyuvante en mujeres con cáncer de mama ope-
rable. Además, la información sobre el estado de HER2
es crucial para decidir el uso de terapia anti-HER2.
Numerosos estudios han establecido que el anticuerpo
monoclonal anti-HER2 trastuzumab tiene una gran efi-
cacia en el tratamiento de todos los estadíos de cáncer de
mama (7,8). En pacientes con cáncer de mama metastá-
tico HER2 positivo, trastuzumab administrado con qui-
mioterapia aumenta la tasa de respuestas, el intervalo
libre de progresión, y la supervivencia, y es activo tam-
bién en monoterapia. En los estudios «pivotales» se
incluyeron pacientes con tumores HER2 con niveles de
expresión de la proteína HER2 de 2+ y 3+ (9,10). En
análisis retrospectivos, se sugirió que sólo las pacientes
con tumores con sobreexpresión 3+ y/o amplificación
del gen por FISH (Fluorescent in situ hibridization) se
beneficiaron de trastuzumab (11).

De manera muy remarcable, el uso de trastuzumab
adyuvante (post-operatorio) en pacientes con cáncer de
mama precoz HER2 positivo reduce a la mitad el riesgo
de recaídas y reduce en un tercio el riesgo de mortalidad.
Estos resultados están avalados por cinco estudios fase
III multicéntricos con un reclutamiento de más de 13.000
mujeres (12-16). Todos los ensayos de trastuzumab adyu-
vante incluyeron pacientes con cáncer de mama invasivo,
HER2 positivo por inmunohistoquímica (IHQ) (3+), o
por FISH. En uno de los ensayos la detección se hizo por
CISH (Chromogenic in situ hibridization). Colectiva-
mente, hubo diferencias metodológicas en la determina-
ción del estado de HER2 entre los cinco estudios, lo que
subraya de nuevo la necesidad de avanzar hacia una
estandarización de la técnica y de su interpretación (7,8).
Además de su eficacia en cáncer de mama metastático y
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senso, sino también en la experiencia internacional publicada
en recientes guías de distintos países, tales como Estados
Unidos, Reino Unido y Canadá.

En este consenso, se recomiendan los requisitos míni-
mos que un laboratorio de Anatomía Patológica debe cum-
plir para garantizar la adecuada determinación de HER2 en
la práctica diaria. Aquellos laboratorios que carezcan de los
estándares mínimos expuestos en esta guía deberían traba-
jar en alcanzarlos y durante este proceso remitir a laborato-
rios de referencia las muestras en las que la determinación
de HER2 tenga implicaciones clínicas para las pacientes.

Palabras clave: Cáncer de mama, HER2, inmunohisto-
química, hibridación in situ, estandarización, control de
calidad.

These guidelines include minimal requirements that
Pathology Department must meet in order to guarantee
appropriate HER2 testing in breast cancer. Pathology labo-
ratories that do not meet these standards must put effort to
reach them and, in the meantime, send clinical cases to refe-
rence centres.

Keywords: Breast cancer, HER2 testing, immunohisto-
chemistry, in situ hybridization, standardization, quality
assessment.
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en terapia adyuvante, la adición de trastuzumab a la qui-
mioterapia llega a triplicar la tasa de remisiones comple-
tas patológicas cuando se administra de manera neoad-
yuvante (preoperatoria) en tumores HER2 positivos (17).
Además de trastuzumab, recientemente se ha reportado
que un inhibidor dual de la actividad tirosina cinasa
HER1/HER2, llamado lapatinib (Tykerb, GSK), mejora
la evolución clínica de pacientes con cáncer de mama
avanzado HER2 positivo cuando se combina con capeci-
tabina, cuando la enfermedad progresa tras el tratamien-
to con quimioterapia o incluso con trastuzumab (18). Se
ha reportado también recientemente que el uso de trastu-
zumab más capecitabina es también más eficaz que
capecitabina sola tras progresión a quimioterapia y al
propio trastuzumab (19).

La terapia anti-HER2 comporta también diversos
efectos secundarios adversos. Aunque la tolerancia es en
general buena, hay riesgos clínicamente relevantes de
toxicidad cardíaca. En estudios de tratamiento adyuvan-
te con trastuzumab, entre un 5% y un 15% de pacientes
desarrollan disfunción cardíaca tras un seguimiento
mediano de tres años o menos, y en un 1% a 4% des-
arrollan clínica cardíaca significativa (20,21). Además,
el tratamiento es generalmente de varios meses, y en el
caso de la terapia adyuvante la duración recomendada es
de 12 meses.

Estado actual de la determinación de HER2
en España: La experiencia del Programa
de Garantía de Calidad de la SEAP

La Asociación para la Garantía de Calidad en Patolo-
gía de la SEAP (AGCP) se constituyó el mes de Enero
del 2004 con la finalidad de fomentar y promover el con-
trol de calidad asistencial e investigadora en los labora-
torios de Anatomía Patológica. Durante el año 2004, se
inicio el Programa de Garantía de Calidad en Inmuno-
histoquímica, con los módulos de Patología Quirúrgica y
de HER2. En el año 2005, se pusieron en funcionamien-
to los módulos de Patología Mamaria y el de Tejido Lin-
foide.

Los laboratorios participantes reciben preparaciones
en blanco del Programa para realizar la técnica inmuno-
histoquímica solicitada, devolviendo dichas preparacio-
nes junto con preparaciones control. Todas ellas son eva-
luadas por un comité constituido por cuatro evaluadores.
El Programa garantiza la participación anónima y la emi-
sión confidencial de los resultados.

El análisis de los datos obtenidos a partir del módulo
de HER2 del Programa de Garantía de Calidad de la
SEAP, iniciado en octubre del año 2004 y hasta el mes de
mayo de 2008, con un total de 8 rondas, muestra una par-
ticipación de 125 centros, aunque tan sólo 8 centros han
participado en todas las rondas (6,4%). De los datos de

participación, llama la atención que 64 centros (62,4%)
sólo lo han hecho entre 1 y 4 rondas.

Las distintas rondas de evaluación se han efectuado
sobre muestras de tejido con distintos niveles de expre-
sión de la proteína HER2, fijados durante 24 h en formol
al 10% tamponado a pH 7,0 e incluidos posteriormente
en parafina. Los criterios de evaluación en todas las ron-
das han sido los mismos: los resultados óptimos se asig-
naron a aquellos casos en que todas las muestras del estu-
dio presentaban unos resultados correctos y sin artefac-
tos en el tejido, lo que permitía una interpretación
adecuada. Los resultados aceptables eran aquellos que
permitían la interpretación pero que en algunas seccio-
nes la intensidad se hallaba disminuida o aumentada, lo
que en ciertos casos podrían llevar a una interpretación
deficiente. Los casos con resultados inadecuados eran
aquellos en que globalmente los resultados obtenidos
eran incorrectos, por negatividad de la expresión en los
casos 3+ y 2+, posiblemente por causa de una recupera-
ción antigénica insuficiente o por una técnica poco sen-
sible, o por una marcada sobreexpresión de los casos
negativos (0 y 1+), asociados frecuentemente a expresión
intensa y extensa de los ductos normales y en ocasiones
a tinción inespecífica de las células del estroma, lo que
conducía a interpretaciones incorrectas.

El análisis de los resultados de los 8 centros que han
participado en las 8 rondas, mostró que 4 de ellos (50%)
obtuvieron resultados óptimos y aceptables sin resulta-
dos inadecuados, aunque tan solo uno de ellos obtuvo un
resultado óptimo en todas las rondas; los 4 centros res-
tantes presentaron en alguna/s rondas resultados inade-
cuados. De los centros que participaron entre 4 y 7 ron-
das (53 centros), ninguno de ellos obtuvo un resultado
óptimo en todas las rondas en las que participaron y solo
13 centros (24,5%) presentaron resultados óptimos y
aceptables sin resultados inadecuados. De los participan-
tes entre 1 y 3 rondas (64 centros), 15 de ellos (23,4%)
obtuvieron resultados óptimos en todas las rondas en que
participaron y 39 (60,9%) obtuvieron resultados óptimos
y aceptables sin evaluaciones de inaceptables.

Como resumen, según las rondas, el número de hos-
pitales con puntuación óptima, varió entre el 25,8% y el
69,8%; los resultados aceptables entre el 13,7 y el 56,7%
y los inadecuados entre el 11,1% y el 31,1% (fig. 1).

La utilización de kits comerciales aprobados por la
FDA (HercepTest y Pathway) se ha ido incrementando a
lo largo de las distintas rondas, siendo el porcentaje de
utilización de los mismos en la octava ronda del 64,9%.

En el módulo de FISH/CISH, el número total de cen-
tros que han participado es de 47, aunque solo uno de
ellos ha participado en las 8 rondas (2,1%); entre 4 y 7
rondas han participado 12 centros (25,5%) y 34 centros
entre 1 y 3 rondas (72,4%).

La evaluación se ha efectuado sobre una preparación
problema que contenía varias secciones de tejido con dis-
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tintos niveles de amplificación de HER2. Los tejidos habí-
an estado fijados durante 24 h. en formol al 10% tampo-
nado a pH 7,0 e incluidos posteriormente en parafina. Los
criterios de evaluación en todas las rondas han sido cons-
tantes. Los resultados óptimos fueron aquellos en los que
todas las muestras del estudio presentaban unos resultados
correctos y sin artefactos en el tejido, lo que permitía una
interpretación adecuada. Los considerados como acepta-
bles fueron aquellos que permitían la interpretación pero
que en algunas secciones la intensidad de las sondas esta-
ba disminuida, lo que en ciertos casos podía llevar a una
interpretación deficiente. Los casos considerados como
inadecuados eran aquellos en los que globalmente los
resultados obtenidos eran incorrectos, principalmente por
digestión excesiva, por marcada hibridación inespecífica
de fondo, lo que condicionaba interpretaciones incorrec-
tas, y material inadecuado para la lectura.

Trece centros participaron entre 4 y 8 rondas de eva-
luación de FISH/CISH y 7 de ellos obtuvieron resultados
óptimos o aceptables sin evaluaciones inadecuadas
(53,8%). Entre 1 y 3 rondas participaron 34 centros y 29
obtuvieron evaluaciones óptimas y aceptables sin resul-
tados inadecuados (85,2%). Del total de 47 centros, 15
de ellos (31,9%) han obtenido el resultado óptimo en
todas las rondas en que han participado.

En resumen, según las rondas, los resultados con
puntuación óptima variaron entre el 16,7% y el 85,7%;
los resultados aceptables entre el 14,3 y el 66,6% y los de
inadecuados entre el 11,1% y el 21% (fig. 2).

Estado actual de la determinación de HER2
en España: La experiencia los Centros de Referencia

En el periodo comprendido entre 2001 y 2008 se
establecieron Centros de Referencia mediante la colabo-
ración entre la SEAP y Roche Farma SA inicialmente
para la realización de estudios de FISH en carcinomas de
mama cuya valoración inmunohistoquímica fuese 2+,
con el fin de seleccionar pacientes susceptibles de trata-
miento con Trastuzumab.

Si bien el volumen de trabajo y la organización de
cada Centro ha sido diferente, la metodología, los crite-
rios de valoración y los resultados han sido similares en
todos ellos.

En un principio, los casos estudiados mostraban una
importante discordancia entre los resultados obtenidos
por IHQ y los desprendidos en los estudios de FISH.
Esto se debía a diferentes causas como eran la falta de
normalización de procedimientos y técnicas, la variabili-
dad en la interpretación de las preparaciones, y muy
especialmente, a la calidad no óptima del tejido debido a
que las condiciones de fijación, procesamiento y conser-
vación no habían sido las idóneas.

Esto se debía a que la muestra estaba sesgada pues se
trataba de estudios retrospectivos, realizados sobre casos
antiguos de pacientes con enfermedad metastásica y que
habían respondido mal a terapias convencionales, por lo
que la antigüedad de los bloques de parafina era impor-
tante. En esa primera fase el porcentaje de casos falsos
positivos y negativos (tomando el FISH como referencia)
era alto. El número de tumores que presentaban amplifi-
cación de HER2 alcanzaban prácticamente el 50% de los
estudiados. El nivel de aneusomía 17 era también elevado
debido igualmente al sesgo de selección de pacientes.

Posteriormente, al realizarse los estudios sobre casos
actuales, lógicamente se ha ido resolviendo este proble-
ma, independientemente de que también se avanzó nota-
blemente en la normalización de técnicas y se adquirió
experiencia en la interpretación de la IHQ.

Precisamente, debido a estas discordancias observa-
das en un principio, los Centros de Referencia comenza-
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Fig. 1: Resultados comparativos de las 8 rondas del módulo HER2 de
inmunohistoquímica del Programa de Garantía de Calidad de la SEAP.

Fig. 2: Resultados comparativos de las 8 rondas del módulo HER2 de
de FISH/CISH del Programa de Garantía de Calidad de la SEAP.
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ron a repetir los estudios de IHQ al tiempo que realiza-
ban simultáneamente los de FISH. Esto permitió apreciar
que en esta primera fase la concordancia entre los resul-
tados de los estudios de IHQ no alcanzaba el 60%.

Progresivamente estas cifras han mejorado pero no
superan el 80%. Este nivel de concordancia puede pare-
cer bajo pero hay que tener en cuenta que los casos selec-
cionados para estudio FISH son complejos y presentan
dificultades de interpretación o un nivel de expresión
equívoco. De hecho, con el tiempo se han ido remitiendo
para estudio de FISH no sólo los casos 2+, sino todos
aquellos otros que presentaban problemas de valoración
por distintos motivos.

Es relevante indicar que cuando se realiza el ensayo
de IHQ en las muestras enviadas para estudio de FISH se
aprecia una tendencia a obtener unos resultados con una
valoración discretamente inferior en los Centros de Refe-
rencia, aunque se puedan dar todas las combinaciones
posibles. Ello puede deberse en parte a que casos con un
patrón de tinción 1+ intenso o «borderline» se han con-
siderado directamente 2+ o 3+ dudosos para poder ser
enviados a consulta.

En términos generales, el número de tumores estu-
diados en este periodo se acerca a los 12000 casos. Aun-
que la población muestral es heterogénea y sesgada, la
mayoría de los casos corresponden a carcinomas infil-
trantes primitivos de mama, generalmente de tipo ductal.
No obstante se han incluido biopsias de recaídas, metás-
tasis ganglionares, viscerales e incluso óseas. En ocasio-
nes se han estudiado muestras distintas de la misma
paciente, hecho que ha permitido observar que en algu-
nos casos existen divergencias entre distintas áreas de un
mismo tumor, o entre el primitivo y las recaídas/metásta-
sis, siendo este fenómeno más frecuente (dentro de su
rareza) en los estudios de IHQ que en los de FISH.

Aproximadamente la mitad de los casos remitidos a
los Centros de Referencia se han considerado positivos
(2+/3+) en los estudios de IHQ y cerca de un 25% han
presentado amplificación de HER-2. Aunque se han
observado casos negativos (0/1+) con amplificación,
éstos son excepcionales.

Como conclusiones generales se pueden señalar:
– La determinación de HER2 presenta notables difi-

cultades de reproducibilidad.
– Los estudios de IHQ han sido de elección para la

rutina diaria, pero los de HIS se han recomendado para
casos dudosos o cuando la calidad o peculiaridades de la
muestra han impedido su correcta valoración.

– La variabilidad inter- e intra-institucional aprecia-
da se debe tanto a causas técnicas y de procesamiento
como de interpretación, especialmente en IHQ pero tam-
bién en FISH. Esto es más evidente en los casos de baja
amplificación.

– Suele existir una mayor correlación entre la IHQ y
los resultados de FISH cuando existen patólogos espe-

cialmente dedicados o responsables del estudio de HER2
en un Centro.

Debido a las observaciones reseñadas, desde los Cen-
tros de Referencia se ha insistido en la importancia de la
participación de los Servicios de Anatomía Patológica en
programas de Garantía de Calidad como el que realiza la
SEAP para mantener una monitorización del nivel diag-
nóstico y en la participación en programas de formación,
ambas imprescindibles si se desarrollan programas de
acreditación de Centros y profesionales.

Se debe realizar un seguimiento en cada Centro de
los casos que se diagnostican para detectar incidencias o
variaciones y emprender medidas correctoras oportunas.

Necesidad de una Guía de Consenso para
la Determinación de HER2

Según las observaciones anteriores, la determinación
fiable del estado de HER2 en pacientes con cáncer de
mama es un requisito imprescindible para el uso correc-
to del tratamiento anti-HER2 y para la valoración del
pronóstico. Por tanto, la determinación de HER2 debería
tener una sensibilidad del 100% y una especificidad del
100%. Sin embargo, la determinación de HER2 tiene
numerosas dificultades en la práctica clínica (7,8).
Numerosos estudios, incluidos nuestros propios datos de
la SEAP, evidencian que la realidad dista de este objeti-
vo (22,23). Además, a medida que profundizamos en el
conocimiento sobre el cáncer de mama HER2 positivo,
aparecen nuevas cuestiones de relevancia clínica. Entre
ellas, destacan las conversiones de tumores HER2 nega-
tivos en el diagnóstico inicial a HER2 positivos en la
recaída, la interpretación de la polisomía del cromosoma
17, o cambios en HER2 inducidos por el tratamiento
neoadyuvante, por citar algunos ejemplos particularmen-
te relevantes (24). Por ello, distintos países han elabora-
do guías o recomendaciones para avanzar hacia el obje-
tivo de la valoración fiable de HER2.

Hay fundamentalmente tres factores que nos impul-
san a realizar esta guía de consenso nacional entre la
Sociedad Española de Anatomía Patológica (SEAP) y la
Sociedad Española de Oncología Médica (SEOM). En
primer lugar, la SEAP ha trabajado activamente en la for-
mación de patólogos para la determinación de HER2 y se
han llevado a cabo estudios de concordancia de distintos
laboratorios de patología participantes (voluntarios)
frente a laboratorios de referencia nacionales. Tras diver-
sas rondas de estos estudios, se constata que las tasas de
concordancia están en muchos casos alejadas de lo que
es deseable. Por lo tanto, hay que buscar nuevas estrate-
gias para que la determinación de HER2 en nuestro país
sea lo más equitativa posible, es decir, evitar la heteroge-
neidad en la calidad de las determinaciones existentes
hoy en día. En segundo lugar, los resultados de las tera-
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pias anti-HER2 en cáncer de mama en general, y, sobre
todo, el uso generalizado en nuestro país de trastuzumab
adyuvante en cáncer de mama HER2 positivo, compor-
tan una necesidad aún mayor si cabe de regular la deter-
minación de HER2. En tercer lugar, es necesario poner
en contexto las guías internacionales y nuevos modelos
de evaluación de HER2 (7,8,25,26, 27).

Por estos motivos, patólogos expertos en la determi-
nación de HER2 de los centros de referencia, así como
oncólogos médicos con una contrastada actividad en cán-
cer de mama, en representación de las sociedades res-
pectivas (SEAP y SEOM), han trabajado para debatir y
consensuar las recomendaciones nacionales de determi-
nación de HER2. Estas recomendaciones se basan no
sólo en la experiencia de los participantes en el consen-
so, sino también en la experiencia internacional publica-
da en recientes guías de distintos países, tales como Esta-
dos Unidos (7,8), Reino Unido (26, 27) y Canadá (25).

El resultado es esta guía hecha para que sirva de base
a patólogos y clínicos de nuestro país para la práctica
diaria. El objetivo es bidireccional. En primer lugar, que
sirva de formación continuada y estimulo a los patólogos
para que sigan las recomendaciones que aquí se estable-
cen, y a que se desarrollen modelos de validación inter-
na y acreditación externa por parte de la SEAP. Aquellos
laboratorios que carezcan de los estándares mínimos
expuestos en esta guía deberían trabajar en adoptar estos
estándares y durante el proceso remitir a laboratorios de
referencia las muestras en las que la determinación de
HER2 tenga implicaciones clínicas para las pacientes. En
segundo lugar, fomentar el conocimiento de las dificul-
tades de la determinación e interpretación de HER2 por
parte del oncólogo médico. De ello, puede derivar un tra-
bajo conjunto superior si cabe al actual en el análisis de
resultados, y también ha de derivar en que el oncólogo
conozca si los resultados de HER2 que llegan a su con-
sulta se han realizado de acuerdo con los estándares
mínimos aceptables propuestos en esta guía.

CONDICIONES RECOMENDADAS PARA
LA DETERMINACIÓN DE HER2

Momento de la determinación

La práctica clínica actual requiere la determinación
de HER2 en todas las pacientes con cáncer de mama
infiltrante, tanto por su valor pronóstico como predicti-
vo. Por tanto, debe realizarse siempre antes de realizar la
indicación del tratamiento, tanto en cáncer de mama pre-
coz, como en situaciones de cáncer de mama avanzado o
metastático. En cáncer de mama en estadios precoces, la
determinación de HER2 sobre el tumor primario es la
norma y se ha publicado un grado de concordancia entre
estado de HER2 de tumor primario y metástasis pareadas

de al menos 90% (28). Se han documentado conversio-
nes de enfermedad primaria HER2 negativa a enferme-
dad HER2 positiva en el momento de la recaída, particu-
larmente en pacientes tratadas con terapia hormonal.
Dado que en estos casos de conversión a enfermedad
HER2 positiva debe considerarse el tratamiento anti-
HER2, las pacientes que presentan recidivas locales o
metastásicas de las que se dispone de material de biopsia
o quirúrgico, deben ser reevaluadas para el estado de
HER2. Cada vez más, parece más importante la realiza-
ción de biopsias de enfermedad metastásica con el fin de
conocer el estado de biomarcadores de predicción de res-
puesta (HER2, receptores hormonales) en el momento de
la decisión terapéutica (29,30).

Por otro lado, en pacientes con cáncer de mama
HER2+ tratadas con trastuzumab, se han observado casos
de negativización de HER2 (29). El significado de esta
conversión aún no se conoce. Por el momento, dado que
no puede excluirse que puede haber enfermedad micro-
metastásica que difiera en el estado de HER2 (es decir,
que sea HER2 positiva), no parece recomendable tomar
decisiones de terapia anti-HER2 en base a esta determi-
nación. Esperamos que en un futuro conozcamos el esta-
do de HER2 de las recaídas de estas pacientes, para cons-
tatar si los cambios que ocurren durante la terapia neoad-
yuvante se correlacionan con el fenotipo de las recaídas.

Tipo de muestras

Tanto las muestras tomadas por biopsia con aguja
gruesa (BAG), biopsia asistida por vacío (BAV), como las
procedentes de resección quirúrgica son adecuadas para
la determinación de HER2 mediante IHQ y/o hibridación
in situ (HIS) siempre que incluyan componente infiltran-
te de la neoplasia en cantidad adecuada para su evalua-
ción y, preferiblemente, alejado del componente in situ.

En casos de muestras procedentes de resección qui-
rúrgica (mastectomía, tumorectomía, etc.) se debe hacer
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TABLA 1. Determinación de HER2 en cáncer de mama

Indicación
– A todo paciente diagnosticado de cáncer de mama (precoz,

avanzado o metastático) antes de iniciar el tratamiento.

Tipo de muestra
– Biopsias o pieza quirúrgicas procedente del tumor primario.
– En caso de recidiva o metástasis, se recomienda la determi-

nación sobre muestras de la recidiva o metástasis si éstas
han sido extirpadas o biopsiadas.

– En muestras subóptimas (defectos de fijación, artefactos de
retracción, aplastamiento, cauterización, etc.) se recomien-
da el uso de técnicas de hibridación in situ.

– Las muestras citológicas sólo se recomiendan para estudios
de hibridación in situ y siempre que no exista muestra alter-
nativa de tejido.
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siempre un adecuado estudio macroscópico reseñando el
tamaño, márgenes y orientación del tumor. El espesor de
las secciones del tejido no debe superar los 5 mm, para
facilitar la fijación.

Las muestras tomadas mediante biopsia pueden pre-
sentar, dependiendo de la técnica, diversos artefactos por
aplastamiento, retracción o cauterización. En las piezas
quirúrgicas los mayores problemas están relacionados
con una fijación inadecuada.

Se recomienda el uso de técnicas de HIS en muestras
subóptimas por alguno de estos motivos.

Las muestras citológicas sólo se recomiendan para
estudios de hibridación in situ y siempre que no se dis-
ponga de tejido.

Fijación

Es recomendable hacer constar el tiempo transcurri-
do desde la toma del tejido hasta el comienzo de la fija-
ción, el tiempo de duración de la fijación y el tipo de
fijador empleado (7,8) (tabla 2).

La fijación se realizará lo antes posible y siempre en
la primera hora después de la obtención de la muestra.

El fijador idóneo es el formol neutro tamponado al
10%. Se recomienda el uso de al menos 4 veces el volu-
men de la pieza (31).

No deben utilizarse fijadores diferentes al formol
neutro tamponado al 10%, ya que fijadores basados en
alcoholes (Z-5, Pen-Fix) pueden generar falsos positivos
en inmunohistoquímica e HIS. Así mismo, fijadores
como el Bouin o el Zenker pueden imposibilitar el estu-
dio ulterior por HIS.

El tiempo óptimo de fijación es de entre 24 y 48
horas. No obstante, se considera que para una punción
biopsia pueden bastar con entre 6 y 8 h de fijación.

Se considera que un defecto de fijación es más críti-
co que la sobrefijación en la evaluación del estudio de
HER2. Muestras pequeñas fijadas menos de 6 horas no
deben utilizarse ni para estudios de IHQ ni de HIS.
Muestras de piezas fijadas menos de 24 o más 48 horas
pueden dar falsos negativos.

No son recomendables los métodos de procesamien-
to rápido basados en el uso de microondas.

No se recomienda la determinación de HER2 en teji-
dos decalcificados, ya que su uso no ha sido validado.

Inclusión en parafina y microtomía

Para un adecuado procesamiento, se recomienda
incluir bloques de entre 1 y 1,5 cm de lado y 0,2 cm de
espesor.

Se recomienda la conservación de los bloques de
parafina a temperatura ambiente (20-25 °C).

Las técnicas de determinación de HER2 se realizarán
en secciones recientes de entre 3 y 5 micras depositadas
sobre portas tratados que impidan su despegamiento
durante el procesamiento posterior.

Se recomienda el secado de las portas a 60°C duran-
te 1 h o toda la noche a 37°C antes de la realización de la
técnica de determinación de HER2.

No se utilizarán secciones almacenadas por más de 6
semanas si la determinación de HER2 se hace mediante
inmunohistoquímica, ni por más de seis meses si la
determinación se hace mediante hibridación in situ, ya
que existe una mayor probabilidad de falsos negativos en
ambos casos.

Siempre que se prevea que las determinaciones se
harán después de dos semanas de efectuada la sección, se
recomienda que dichas secciones sean almacenadas pre-
viamente parafinadas. En estos casos, se requiere una des-
parifinación más rigurosa (doble de tiempo del habitual)
cuando se efectúe la técnica de determinación de HER2.

RECOMENDACIONES PARA
LA DETERMINACIÓN IMUNOHISTOQUÍMICA
DE HER2

Método

Se recomienda el empleo de kits diagnósticos certifi-
cados por FDA y/o agencia europea, con previa valida-
ción en el laboratorio. Esta validación se podrá realizar
con 25 casos positivos y negativos, cotejando los resulta-
dos con un centro de referencia.
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TABLA 2. Condiciones de fijación y procesamiento para
la determinación de HER2 en cáncer de mama

– La fijación se realizará lo antes posible, en formol neutro
tamponado al 10%, y siempre en la primera hora tras la
obtención de la muestra.

– No se utilizarán fijadores basados en alcohol (Z-5, Pen-Fix)
o que contengan mercurio (Bouin, Zenker).

– Se desaconsejan los métodos de fijación rápida basados en
el uso de microondas.

– El tiempo óptimo de fijación es de entre 24 y 48 horas.
– Las muestras de piezas fijadas menos de 24 o más 48 horas

pueden dar falsos negativos.
– Las muestras pequeñas (BAG) deben fijarse al menos 6

horas.
– Las muestras pequeñas fijadas menos de 6 horas no deben

utilizarse.
– No se utilizarán secciones almacenadas por más de 6 sema-

nas para estudios de inmunohistoquímica ni por más de seis
meses para hibridación in situ.

– Si las técnicas se van a demorar más de dos semanas tras
efectuarse las secciones, se recomienda que dichas seccio-
nes sean almacenadas previamente parafinadas.

– Se recomienda el uso de técnicas de hibridación in situ en
muestras subóptimas.

Documento descargado de http://www.elsevier.es el 27/01/2013. Copia para uso personal, se prohíbe la transmisión de este documento por cualquier medio o formato.



El uso de kits estandarizados requiere seguir estricta-
mente las instrucciones del fabricante, sin introducir
modificación alguna.

El empleo de métodos no estandarizados exige una
validación inicial más rigurosa. Se emplearán al menos
50 casos, la mitad de ellos inequívocamente positivos y
la otra mitad negativos. La concordancia con el centro de
referencia debe ser al menos del 95%. Cualquier modifi-
cación al método debe ser de nuevo validada.

Se aconseja agrupar casos para realizar la prueba (al
menos 4), al objeto de disponer de suficientes controles
de líneas celulares del kit y para que los propios casos
analizados nos puedan servir de control positivo.

El número de pruebas anuales considerado óptimo
para garantizar la suficiencia técnica del laboratorio es
de 250.

Controles

Con cada batería deben emplearse los controles de
líneas celulares proporcionados con el kit. Se recomien-
da también el empleo de controles propios con las con-
diciones de fijación y procesamiento del laboratorio.
Debe emplearse un caso con inmunotinción débil-mode-
rada (2+) que nos permita detectar fácilmente ligeras
pérdidas de sensibilidad. Este control, adecuadamente
validado, es obligatorio siempre que se utilicen métodos
propios del laboratorio al no disponer del control de líne-
as celulares proporcionado por el kit diagnóstico.

Causas de rechazo de la prueba

No se considerará una prueba adecuada para la eva-
luación de la expresión de HER2 cuando no se alcancen
los requerimientos preanalíticos (fijación) y analíticos
(microtomía, immunotinción) reseñados previamente
(tabla 3). Además, se rechazará la prueba cuando ocurran
alguna de las siguientes circunstancias: resultados insa-

tisfactorios en los controles; ausencia de componente
infiltrante en la sección y tinción intensa y extensa de
membrana en ductos o acinos normales (la tinción débil
y focal no excluye ni hace modificar la valoración).

Valoración de los resultados

La interpretación de los resultados debe realizarla un
patólogo. La evaluación debe hacerse exclusivamente en
el componente infiltrante y se valorará únicamente la tin-
ción de membrana (tabla 4).

Se considerará un resultado negativo (0/1+) en ausen-
cia de tinción de membrana o tinción en menos del 10%
de las células (0), o si la tinción de membrana es débil e
incompleta en más del 10% de las células (1+).

Se considerará un resultado positivo (3+) cuando
exista tinción de membrana completa e intensa en más
del 30% de las células (7,8).

Se considerará un resultado borderline (2+) cuando
haya tinción completa de membrana, débil o moderada,
en más del 10% de las células o tinción completa e inten-
sa en 10-30% de las células.

Conviene insistir en que si la mayor parte de las
células muestran tinción incompleta de membrana, pero
se observan también células con tinción completa y
representan más del 10%, pero menos del 30%, el resul-
tado es 2+.

Se deberían incluir en este grupo (2+), a pesar de que
no figura expresamente en las guías internacionales,
aquellos casos de interpretación difícil por artefactos
leves de fijación o ligero sobre-desenmascaramiento con
discreta tinción de epitelio mamario normal y también
aquellos en los que hay tinción intensa aunque no com-
pleta de membrana.
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TABLA 3. Causas de rechazo de la determinación de HER2
en cáncer de mama

– Cuando no se alcancen los requerimientos de calidad de la
muestra (prefijación, fijación, inclusión, corte...) recomen-
dados.

– Resultados insatisfactorios en los controles.
– Ausencia de componente infiltrante en la sección.
– Presencia exclusivamente de un carcinoma infiltrante tan

pequeño que sería difícilmente evaluable con el microsco-
pio de fluorescencia (<20 células)*.

– Tinción intensa y extensa de membrana en ductos o acinos
normales (la tinción débil y focal no excluye ni hace modi-
ficar la valoración)**.

* Para técnica de hibridación in situ.
** Para técnica inmunohistoquímica.

TABLA 4. Interpretación de la determinación
inmunohistoquímica de HER2

Se evaluará exclusivamente en el componente infiltrante y la
tinción de membrana.

Interpretación:

– Negativo (0): ausencia de tinción de membrana o tinción en
menos del 10% de las células.

– Negativo (1+): tinción de membrana débil e incompleta en
más del 10% de las células.

– Borderline (2+)*: tinción completa de membrana, débil o
moderada, en más del 10% las células o tinción completa e
intensa en 10-30% de las células.

– Positivo (3+): tinción de membrana completa e intensa en
más del 30% de las células.

* Con la finalidad de indicar el estudio adicional mediante hibridación in
situ, se incluyen en el grupo (2+), a pesar de que no figura expresamen-
te en las guías internacionales, aquellos casos de interpretación difícil
por artefactos leves de fijación o ligero sobre-desenmascaramiento con
discreta tinción de epitelio mamario normal y también aquellos en los
que hay tinción intensa aunque no completa de membrana.
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Como norma general, en caso de duda sobre la idonei-
dad de la técnica IHQ, se debe realizar una técnica de HIS.

Revisar el resultado si se obtiene un resultado positi-
vo en carcinomas bien diferenciados (32), carcinomas
mucinosos, carcinomas tubulares o carcinomas lobulilla-
res (se exceptúa el lobulillar pleomórfico), o un resulta-
do negativo en enfermedad de Paget o carcinomas infla-
matorios (33).

Al final de cada año los laboratorios deben calcular
el porcentaje de casos correspondiente a cada una de las
puntuaciones (0, 1+, 2+ y 3+), para confirmar si sus
resultados se ajustan a los obtenidos en las grandes
series. En este sentido, una revisión de más de 17.000
casos del año 2007 en el Reino Unido demostró los
siguientes porcentajes medios para las diferentes catego-
rías de expresión: 41% (0), 28% (1+), 20% (2+), 11%
(3+) (27). Además, se observó amplificación en el 19%
de los casos 2+, lo que supuso que un 15% de carcino-
mas de mama fueron elegibles para tratamiento con traz-
tuzumab. Aunque diferentes series previas han publicado
porcentajes mas altos de positividad, ello se debe a que la
mayor parte de las mismas han analizado carcinomas de
mama metastáticos en los que la proporción de carcino-
mas HER2 positivos es probablemente mayor.

Personal

El número de técnicos de laboratorio que realicen la
prueba y el número de patólogos que la interpreten debe
ser el mínimo posible, a fin de asegurar una adecuada
experiencia.

Tanto técnicos como patólogos deben haber seguido
un periodo de entrenamiento. Periódicamente validarán su
capacitación en sesiones de trabajo dedicadas al efecto.

Informe

Aunque el informe se adaptará a los distintos siste-
mas de información utilizados en los distintos hospitales,
debe incluir, como mínimo, los datos que figuran en la
tabla 5.

Aunque no es imprescindible indicar en el informe
diagnóstico el patrón de tinción específico en cada caso,
ya que está implícito en la interpretación final de los
resultados, se recomienda que se haga constar si existe
heterogeneidad de expresión al menos en aquellos casos
con tinción intensa y completa de membrana que no lle-
ga al 30%, y que por tanto son evaluados como 2+.

Se recomienda que se indique claramente en el infor-
me si el método está aprobado por la FDA y que se
siguen rigurosamente las recomendaciones del fabrican-
te. En caso de métodos no aprobados por la FDA o méto-
dos aprobados por esta agencia que han sido modifica-

dos por el laboratorio, se recomienda que se indique
explícitamente en el informe que los cambios han sido
validados adecuadamente.

Es también de interés incluir en el informe una nota
que indique, en su caso, que el laboratorio participa en
programas de garantía de calidad externos (SEAP, UK
NEQAS, NordiQC, etc) o si ha sido certificado o acredi-
tado en los procedimientos referentes a la determinación
de HER2.

RECOMENDACIONES PARA
LA DETERMINACIÓN DE HER2 MEDIANTE
HIBRIDACIÓN IN SITU

Método

Se recomienda el empleo de kits diagnósticos certifi-
cados por FDA y/o agencia europea, con previa valida-
ción en el laboratorio al implementar la técnica. Esta vali-
dación se podrá realizar con 25 casos positivos y negati-
vos, cotejando los resultados con un centro de referencia,
y obteniendo una concordancia de al menos el 95%.

Cuando un laboratorio validado para la realización de
FISH incorpora otra técnica de hibridación in situ para el
diagnóstico, como CISH, puede realizar una validación
interna en el laboratorio comparando la nueva técnica
frente a FISH con la que se deberá alcanzar un 95% de
concordancia.

El uso de kits estandarizados requiere seguir estricta-
mente las instrucciones del fabricante, sin introducir
modificación alguna.

Es altamente recomendable el uso de kits que inclu-
yan una sonda centromérica, con el objetivo de diag-
nosticar adecuadamente los carcinomas de mama poli-
sómicos.
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TABLA 5. Datos requeridos en el informe de la determinación
de HER2 mediante inmunohistoquímica

– Identificación del paciente.
– Identificación del médico solicitante.
– Fecha de la petición y determinación.
– Identificación de la muestra (caso y número de bloque).
– Tipo de muestra y procedencia anatómica.
– Tipo de fijador (obligatorio), tiempo hasta la fijación (reco-

mendable) y tiempo de fijación (recomendable).
– Anticuerpo y método utilizado (clon, proveedor, especificar

si está aprobado por FDA u otra agencia reguladora).
– Método de evaluación (semicuantitativo, análisis de ima-

gen).
– Idoneidad de la muestra (adecuada/inadecuada para diag-

nóstico).
– Interpretación de los resultados:

• Positivo (3+)
• Borderline (2+)
• Negativo (0/1+)
• No interpretable
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El número de pruebas anuales considerado óptimo
para garantizar la suficiencia técnica del laboratorio es
de 100.

Controles

Con técnicas de HIS, el caso a estudio sirve de control
al presentar siempre señales, tanto en las células tumora-
les como en las normales acompañantes (linfocitos, fibro-
blastos, mama normal, etc). No obstante, el empleo de un
control propio con las condiciones de fijación y procesa-
miento del laboratorio nos ayudará a interpretar si los
casos con ausencia de hibridación se deben a problemas
de la técnica o de la propia muestra en estudio.

Causas de rechazo de la prueba

No se considerará una prueba adecuada para la eva-
luación del número de copias del gen HER2 cuando no
se alcancen los requerimientos preanalíticos (fijación) y
analíticos (microtomía, inmunotinción) reseñados. Ade-
más cuando exista ausencia de componente infiltrante en
la sección o presencia exclusivamente de un carcinoma
infiltrante tan pequeño que sería difícilmente evaluable
con el microscopio de fluorescencia (<20 células), en los
casos en los que se realice FISH (tabla 3).

Valoración de los resultados

La interpretación de los resultados debe realizarla un
patólogo. Si la lectura la realiza otra persona es impres-
cindible la coordinación y validación de la interpretación
con un patólogo.

La lectura debe hacerse exclusivamente en el com-
ponente infiltrante, evaluando al menos 20 células, en
al menos dos áreas tumorales distintas. Cuando se rea-
lice como técnica de hibridación in situ FISH, debido a
la dificultad de evaluación en campo oscuro, se reco-
mienda:

a) Antes de realizar la técnica un patólogo seleccio-
nará un área de carcinoma infiltrante de al menos 1 cm
cuadrado en un corte de HE, evitando en lo posible la
interposición de carcinoma in situ o las zonas de necro-
sis. Dicha área será la seleccionada para la hibridación y
como tal se marcará con un lápiz de diamante o rotula-
dor indeleble en el reverso del corte de FISH.

b) Antes y durante la visualización de la técnica hay
que revisar el corte de HE con el fin de familiarizarnos
con la preparación y asegurarnos de que la lectura en
fluorescencia corresponde con un carcinoma infiltrante y
no con un carcinoma in situ o con células no neoplásicas
(ductos normales, linfocitos, etc.).

c) El seguimiento de lo expuesto en los apartados a
y b evitará la principal causa de falsos positivos y falsos
negativos de la técnica de FISH.

La evaluación de la técnica de HIS cuando se utilice
doble sonda se realizará (ya sea mediante FISH o CISH
de doble color) según los siguientes criterios (Tabla 6):

1. Se considerará un resultado no amplificado cuan-
do la ratio de HIS (señales del gen HER2 frente a seña-
les del cromosoma 17) sea menor de 1,8.

2. Se considerará un resultado amplificado cuando la
ratio de HIS (señales del gen HER2 frente a señales del
cromosoma 17) sea mayor de 2,2.

3. Se considerará un resultado borderline cuando la
ratio de HIS (señales del gen HER2 frente a señales del
cromosoma 17) esté entre 1,8 y 2,2. En estos casos se
recomienda (tabla 7):
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TABLA 7. Interpretación de la determinación de HER2
mediante hibridación in situ con doble sonda
en casos borderline

– Evaluar un mayor número de núcleos (n = 40 ó 60).
– Alternativamente, un segundo observador evaluará un idén-

tico número de células.
– Si tras la reevaluación la ratio es HER2/cromosoma 17 es ≥2,

el caso se informará como borderline amplificado.
– Si tras la reevaluación la ratio es HER2/cromosoma 17 es <

2, el caso se informará como borderline no amplificado.
– Si el caso se mantiene como borderline repetir la técnica

preferiblemente en una sección distinta o en la pieza quirúr-
gica si se realizó el HIS sobre una biopsia.

TABLA 6. Interpretación de la determinación de HER2
mediante hibridación in situ

– Se evaluará sólo el componente infiltrante.
– Se evaluarán al menos 20 células en al menos dos áreas

tumorales distintas.
– Interpretación (técnicas de doble sonda):

• No amplificado: Ratio de señales del gen HER2 frente a
señales del cromosoma 17 menor de 1,8.

• Amplificado: Ratio de señales del gen HER2 frente a seña-
les del cromosoma 17 mayor de 2,2.

• Borderline: Ratio de señales del gen HER2 frente a seña-
les del cromosoma 17 entre 1,8 y 2,2.

• Polisomía: Número de señales del centrómero 17 por
núcleo ≥3.

• Monosomía: Número de señales del centrómero 17 por
núcleo <1,5*.

• No interpretable: si ocurre al menos una de las siguientes
circunstancias:
* No hay presencia de señales de una u otra sonda en al

menos 20 células.
* Si estas señales son débiles o inexistentes en más del

25% de las células.
* No es posible valorar como mínimo dos áreas diferen-

tes de carcinoma infiltrante.
* Los controles no muestran el resultado esperado.

* En algunos casos con monosomía 17, la relación HER2/CEN17 =2
es causada por la existencia de una única copia del centrómero 17 y
dos copias del gen HER2, por lo que estos casos no deberían inter-
pretarse como amplificados.
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a) Evaluar un mayor número de núcleos (n = 40 ó
60) o que un segundo observador realice la visualización
sobre un idéntico número de células. Si la ratio es enton-
ces mayor o igual a 2, el caso se informará como border-
line amplificado. Si la ratio es menor de 2, el caso se
informará como borderline no amplificado.

b) Aunque este proceder resolverá la gran mayoría
de los casos borderline, si la duda persiste es sensato pro-
ceder a repetir la técnica, preferiblemente (a) en una sec-
ción distinta o (b) en la pieza quirúrgica si se realizó el
HIS sobre una biopsia (34).

4. Se considerará un resultado como polisomía cuan-
do el número de señales del centrómero 17 por núcleo
sea ≥3 (7,8) y como monosomía cuando sea <1,5 (35).
La monosomía 17 puede originar falsos positivos en la
interpretación cuando se emplea doble sonda. Así, en
algunos casos con monosomía 17 es evidente que la rela-
ción HER2/CEN17 ≥2 es causada por la existencia de
una única copia del centrómero 17 y dos copias del gen
HER2, por lo que estos casos no deberían interpretarse
como amplificados (36).

5. Se considerará un resultado como no interpretable
si ocurre al menos una de las siguientes circunstancias:

a) No hay presencia de señales de una u otra sonda
en al menos 20 células.

b) Si estas señales son débiles o inexistentes en más
del 25% de las células.

c) No es posible valorar como mínimo dos áreas
diferentes de carcinoma infiltrante.

d) Los controles no muestran el resultado esperado.
Para la evaluación de los resultados cuando se utili-

cen técnicas de HIS fluorescente con sólo sonda del gen
HER2 se aplicarán los siguientes criterios:

1. Se considerará un resultado no amplificado cuan-
do se observen <4 señales.

2. Se considerará un resultado amplificado cuando
se observen >6 señales.

3. Se considerará un resultado borderline cuando se
observen entre 4 y 6 señales. En estos casos se recomien-
da la cuantificación de un mayor número de células tumo-
rales o, al igual que en la HIS con doble sonda, sopesar
repetir la técnica en a) una sección distinta o (b) en la pie-
za quirúrgica si se realizó el HIS sobre una biopsia.

Para la evaluación de los resultados cuando se utili-
cen técnicas de HIS con revelado cromogénico (CISH),
con sólo sonda del gen HER2, se aplicarán los siguientes
criterios (37):

1. Se considerará un resultado amplificado cuando
se observen >10 señales de hibridación o agregados
gruesos de señales en más de 50% de células problema.

2. Se considerará un resultado no amplificado cuan-
do se observen 1-5 señales de hibridación en más del
50% de células (entre 3 y 5 señales suele corresponder a
polisomía para el cromosoma 17, aunque sin recomen-
darse su confirmación).

3. Cuando se observen entre 6 y 10 señales de hibri-
dación o agregados discretos de señales en más del 50%,
se practicará determinación con sonda CEN17 y se con-
siderará amplificado si el promedio de señales
CEN17/núcleo es 2 (disomía) y no amplificado-poliso-
mía si el promedio de señales CEN17/núcleo es ≥3. En
este tercer grupo de resultados, puede también contem-
plarse como alternativa la posibilidad de realizar técnica
de HIS fluorescente o CISH con doble sonda.

Personal

El número de técnicos de laboratorio que realicen la
prueba y el número de patólogos que la interpreten debe
ser el mínimo posible, a fin de asegurar una adecuada
experiencia.

Tanto técnicos como patólogos deben haber segui-
do un periodo de entrenamiento. Periódicamente vali-
darán su capacitación en sesiones de trabajo dedicadas
al efecto.

Informe

Aunque el informe se adaptará a los distintos siste-
mas de información utilizados en los distintos hospitales,
debe incluir, como mínimo, los datos que se presentan en
la tabla 8. Es también de interés incluir en el informe una
nota que indique, en su caso, que el laboratorio participa
en programas de garantía de calidad externos (SEAP, UK
NEQAS, NordiQC, etc) o si ha sido certificado o acredi-
tado en los procedimientos referentes a la determinación
de HER2.
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TABLA 8. Datos requeridos en el informe de la determinación
de HER2 mediante hibridación in situ

– Identificación del paciente.
– Identificación del médico solicitante.
– Fecha de la petición y determinación.
– Identificación de la muestra (caso y número de bloque).
– Tipo de muestra y procedencia anatómica.
– Tipo de fijador (obligatorio), tiempo hasta la fijación (reco-

mendable) y tiempo de fijación (recomendable).
– Sonda utilizada, especificando si está aprobada por la FDA.
– Número de núcleos evaluados.
– Idoneidad de la muestra (adecuada/inadecuada para diag-

nóstico).
– Resultados:

• Ratio: señales del gen HER2 frente a señales del cromo-
soma 17

• Presencia o no de polisomía o monosomía
– Interpretación de los resultados:

• Amplificado
• Borderline
• No amplificado
• No interpretable
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ALGORITMO PARA LA DETERMINACIÓN
DE HER2

Se propone el algoritmo representado en la figura 3
como el más aceptado en la comunidad científica.

En casos en que se plantee alguna duda entre 1+ y 2+
o entre 2+ y 3+ se recomienda la realización de HIS. Tal
como se ha comentado anteriormente, en todos los casos
en los que el procesamiento del tejido no haya sido el ópti-
mo y cuando sólo se dispone de muestra citológica se
recomienda, así mismo, realizar HIS. Finalmente, se admi-
te la posibilidad alternativa de realizar directamente una
técnica de HIS para la valoración inicial de las muestras.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

La adecuada determinación de HER2 requiere seguir
estrictas normas de calidad en los laboratorios. El con-
trol de calidad interno debe incluir aspectos tales como
la estandarización de los procedimientos (incluyendo el
procesamiento de los tejidos y el procedimiento especí-
fico de determinación de HER2). Para ello, se reco-
mienda tener documentada la estructura, organización y
funcionamiento del laboratorio, así como todos los pro-
cedimientos en forma de protocolos normalizados de
trabajo (PNT).

Así mismo, un adecuado control de calidad interno
requiere la validación del método de HER2 empleado,
siendo de especial importancia tener documentado los
procedimientos de validación efectuados cuando se rea-
lizan modificaciones del método de determinación.
Otros elementos a tener en cuenta son la correcta elec-
ción e interpretación de los controles y la capacitación y
formación del personal técnico y facultativo implicado
en la realización e interpretación de las técnicas, en los
términos que han sido referidos en las secciones previas.

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO

Según los datos observados en el Programa de Garan-
tía de Calidad de la SEAP, que han sido mencionados ante-
riormente, parece necesario y conveniente que los centros
en los que se realiza la técnica de inmunohistoquímica y/o
FISH/CISH, para detección de sobreexpresión de la prote-
ína HER2 y valoración de la amplificación de dicho gen,
participen en programas de garantía de calidad externos,
para control de las fases previa al procesamiento y de pro-
cesamiento técnico, dada la importancia de las mismas ya
que condiciona la valoración de los resultados y por tanto
el tratamiento que se puede ofrecer a las pacientes.

En todas las publicaciones de consenso sobre la deter-
minación de HER2 (7,8,25,27) se hace notoria la necesi-
dad y en algunos casos la obligación (UK y Canadá) de
participar en programas externos de garantía de calidad
para mantener la acreditación de los laboratorios para rea-
lizar dichas técnicas. Desde esta guía de consenso se
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Fig. 3: Algoritmo para la determinación de HER2 en cáncer de mama.

TABLA 9. Criterios de calidad para la determinación
de HER2 en cáncer de mama

– Adecuada dotación de recursos humanos e infraestructura.
– Estandarización de los procedimientos (procedimientos nor-

malizados de trabajo para la manipulación de muestras y rea-
lización de los métodos específicos).

– Uso de kits diagnósticos aprobados por agencias reguladoras
sin modificación del protocolo recomendado.

– Validación inicial del método de determinación: 25 casos
positivos y negativos, cotejando los resultados con un centro
de referencia y obteniendo un 95% de concordancia.

– Validación tras cualquier modificación del método de deter-
minación.

– Número mínimo de determinaciones anuales aconsejadas
para garantizar la suficiencia técnica:
• Inmunohistoquímica: 250 determinaciones.
• Hibridación in situ: 100 determinaciones.

– Uso de controles apropiados en cada ronda de determinación.
– Capacitación inicial y formación periódica del personal téc-

nico y facultativo.
– Participación, al menos semestral, en programas de garantía

de calidad externa (SEAP, UK NEQAS, NordiQC) con resul-
tados óptimos en el 90% de las determinaciones evaluadas.

– Se recomienda que los laboratorios emprendan procesos de
certificación y acreditación de sus actividades.
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aconseja la participación en programas de garantía de
calidad con una periodicidad bianual y considerar como
resultados satisfactorios de buen funcionamiento de la
técnica cuando el 90% de los resultados sean óptimos.

Los programas de garantía de calidad internaciones
más conocidos son el UK NEQAS (www.ukneqas.org.uk)
y NordiQC (www.nordqc.org) y nuestro país el programa
de garantía de calidad de la SEAP (www.seap.es).
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