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RESUMEN

Introduccioén: El cancer de mama representa la segunda neoplasia maligna mas
frecuente y una de las principales causas de mortalidad en mujeres a nivel mundial
y nacional. Su heterogeneidad molecular determina diferencias pronosticas y
terapéuticas relevantes, siendo su clasificacion basada en la expresion de los
receptores hormonales de estrogeno (ER) y progesterona (PR), la proteina HER2 y
el marcador proliferativo Ki-67. En los ultimos afios, el uso de herramientas
digitales como QuPath ha permitido optimizar la cuantificacion
inmunohistoquimica, mejorando la reproducibilidad y objetividad de los analisis
histopatologicos. Objetivos: Identificar el perfil de expresion de los marcadores
ER, PR, HER2 y Ki-67 en biopsias de cancer de mama utilizando QuPath como
herramienta de analisis digital, clasificar las muestras en los subtipos moleculares
luminal A, luminal B, HER2-enriquecido y triple negativo, y analizar su frecuencia
en el Hospital Nacional Cayetano Heredia durante el periodo 2024-2025.
Materiales y métodos: Estudio descriptivo, transversal y retrospectivo, basado en
la revision de biopsias y piezas operatorias diagnosticadas como carcinoma
invasivo de mama NST con estudios inmunohistoquimicos completos. Las
muestras seran procesadas en el Servicio de Anatomia Patoldgica y analizadas con
QuPath v0.6.0 mediante segmentacion automatizada y cuantificacion de la
positividad e intensidad de expresion de cada marcador. Los datos se registrardn en
una base anonimizada y se analizardan mediante estadistica descriptiva.
Conclusiones: El estudio aportard evidencia local sobre la distribucion de los
subtipos moleculares de cadncer de mama y se espera demostrar la utilidad de
QuPath como herramienta de apoyo en patologia digital, contribuyendo a analisis

mas precisos y reproducibles en hospitales ptblicos del Pert.

Palabras clave: neoplasias de la mama; inmunohistoquimica; biomarcadores de

tumor



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer represents the second most frequent malignant
neoplasm and one of the leading causes of mortality among women worldwide and
nationally. Its molecular heterogeneity determines relevant prognostic and
therapeutic differences, with classification based on the expression of estrogen (ER)
and progesterone (PR) hormone receptors, the HER2 protein, and the proliferative
marker Ki-67. In recent years, the use of digital tools such as QuPath has enabled
the optimization of immunohistochemical quantification, improving the
reproducibility and objectivity of histopathological analyses. Objectives: To
identify the expression profile of ER, PR, HER2, and Ki-67 markers in breast cancer
biopsies using QuPath as a digital analysis tool; to classify the samples into luminal
A, luminal B, HER2-enriched, and triple-negative molecular subtypes; and to
analyze their frequency at Hospital Nacional Cayetano Heredia during the 2024—
2025 period. Materials and methods: A descriptive, cross-sectional, and
retrospective study based on the review of biopsies and surgical specimens
diagnosed  with invasive breast carcinoma NST with complete
immunohistochemical studies. Samples will be processed in the Department of
Pathology and analyzed using QuPath v0.6.0 through automated segmentation and
quantification of the positivity and intensity of expression of each marker. Data will
be recorded in an anonymized database and analyzed using descriptive statistics.
Conclusions: This study will provide local evidence on the distribution of breast
cancer molecular subtypes and is expected to demonstrate the usefulness of QuPath
as a supportive tool in digital pathology, contributing to more precise and

reproducible analyses in public hospitals in Peru.

Keywords: breast neoplasms; immunohistochemistry; tumor biomarkers



I. INTRODUCCION

El cancer de mama es la segunda neoplasia maligna méas comun y la cuarta causa
de muerte oncoldgica a nivel mundial. Segiin datos de GLOBOCAN 2022 (1,2), la
tasa de incidencia estandarizada por edades para esta enfermedad corresponde a
46.8 casos por cada 100,000 mujeres, y se estima un incremento del 54.7 % en la
incidencia hacia el afio 2050. En Peru, el cancer de mama también ocupa el segundo
lugar en frecuencia, con una tasa de incidencia estandarizada de 39.3 casos por cada
100,000 mujeres en el afio 2022. Se estima, ademds, que se diagnostican

aproximadamente 7,797 nuevos casos anualmente en mujeres peruanas.

Una de las principales caracteristicas del cdncer de mama es su marcada
heterogeneidad histolégica y molecular. Desde el punto de vista histopatoldgico, el
tipo mas frecuente es el carcinoma invasivo de mama de tipo no especial (NST, por
sus siglas en inglés no special type) (3). Por otro lado, a nivel molecular, estos
tumores se clasifican en funcion de la expresion de los receptores hormonales de
estrogeno (ER) y progesterona (PR), la amplificacién o sobreexpresion de la
proteina HER2, los marcadores de proliferacion (como el indice de Ki-67) y ciertas
mutaciones genéticas (como BRCA1/2). A partir de estos criterios, se reconocen
cuatro subtipos moleculares principales: luminal A, luminal B, HER2-enriquecido
y cancer de mama triple negativo (TNBC, por sus siglas en inglés triple-negative
breast cancer). Esta clasificacibon se realiza mediante técnicas de
inmunohistoquimica y/o hibridacién in situ (ISH, por sus siglas en inglés in situ

hybridization) (4).



El subtipo luminal A suele asociarse con un prondstico favorable, dado su bajo
grado histolégico, alta expresion de ER y PR, lo que se relaciona con una mejor
respuesta a la terapia endocrina, y baja tasa de proliferacion celular, evidenciada
frecuentemente por un indice de Ki-67 inferior al 20 %, aunque este umbral puede
variar segun el protocolo utilizado (4,5). En contraste, los tumores luminal B,
aunque también expresan ER, presentan niveles reducidos o ausentes de PR, junto
con un mayor grado histoldégico y/o una mayor proliferacion (Ki-67 > 20 %).
Ademas, mientras que los tumores luminal A no expresan HER2, los luminal B
pueden o no hacerlo, lo que permite su subclasificaciéon en luminal B HER2- y
HER2+, siendo estos ultimos de peor prondstico (4,6). Los tumores HER2-
enriquecidos, por su parte, se caracterizan por un alto grado histologico,
proliferacion celular moderada a elevada y minima o nula expresion de ER y PR.
Finalmente, los TNBC representan el subtipo mdas agresivo, con alta tasa de
proliferacion, grado histologico elevado y ausencia de expresion de ER, PR y

HER2.

El tratamiento del cdncer de mama se basa principalmente en el abordaje
locorregional y la terapia sistémica. De forma general, los casos considerados
"operables" deben ser tratados quirurgicamente mediante tumorectomia o
mastectomia, mientras que la terapia sistémica se administra como tratamiento
adyuvante o neoadyuvante, en funcidon del riesgo de recurrencia. Los factores
moleculares que definen el subtipo tumoral han sido validados ampliamente como
guias para la toma de decisiones terapéuticas. Asi, todos los pacientes con tumores

positivos para ER y/o PR, independientemente del estado de HER2, deben recibir



tratamiento endocrino. Sin embargo, la indicacion de quimioterapia depende
principalmente del grado de proliferacion del tumor. Por ejemplo, en pacientes con
tumores luminal A de baja carga tumoral, no se recomienda la quimioterapia. En
este contexto, se consolida el concepto de “terapia personalizada” en cancer de
mama, orientado a adaptar el tratamiento segun las caracteristicas clinicas,

moleculares y pronosticas de cada caso (4).

En los ultimos afios, se han desarrollado diversas herramientas digitales para el
analisis e interpretacion de bioimagenes. Entre ellas destaca QuPath, un software
de codigo abierto ampliamente utilizado en patologia digital, que permite la
visualizacion y el andlisis de laminas histologicas completas. Una de sus principales
ventajas es la capacidad de “evaluar la presencia, localizacién e intensidad de
expresion de biomarcadores diagnosticos, pronosticos y predictivos en secciones
tisulares” (7). Bankhead et al. validaron QuPath como una plataforma de patologia
digital capaz de segmentar células y cuantificar marcadores inmunohistoquimicos
en cancer de mama de forma reproducible y con mayor eficiencia que el conteo
manual (8). Posteriormente, Berben et al. demostraron una alta concordancia entre
QuPath y el conteo manual para la cuantificacion celular en tumores mamarios (9).
El uso de este tipo de plataformas contribuye significativamente a la
reproducibilidad de los resultados y a la reduccion de la variabilidad
interobservador, constituyendo un apoyo sustancial para el trabajo del médico

patdlogo.



En un estudio transversal realizado en el Hospital Nacional Arzobispo Loayza en el
ano 2020, se evaluaron 259 casos de cancer de mama con el objetivo de describir
el perfil inmunohistoquimico de esta neoplasia en pacientes atendidas en dicho
establecimiento. Los resultados mostraron que el subtipo molecular mas frecuente
fue el luminal A, mientras que el menos comun fue el HER2-enriquecido (10). Esta
experiencia resalta la utilidad de la inmunohistoquimica como una herramienta
accesible y eficaz para la caracterizacion molecular del cancer de mama en
contextos con recursos limitados, siendo de gran relevancia para la toma de
decisiones clinicas. Asimismo, permite sentar las bases para futuras investigaciones
orientadas a optimizar el diagnostico y tratamiento en hospitales generales del pais.
En ese sentido, se refuerza la necesidad de desarrollar estudios que integren
herramientas de andlisis digital para sistematizar y estandarizar la evaluacion de
biomarcadores diagndsticos y prondsticos en esta enfermedad, contribuyendo asi al

avance hacia una patologia mas precisa y reproducible en el Peru.



IL. OBJETIVOS
A. Objetivo General:

- Identificar el perfil de expresion de los marcadores tumorales HER2,
ER, PR y Ki-67 en biopsias de cancer de mama, utilizando QuPath

como herramienta de analisis digital.

B. Objetivos Especificos:

- Clasificar las biopsias en los subtipos moleculares luminal A,
luminal B, HER2-enriquecido y triple negativo, segliin la expresion
de los marcadores mencionados.

- Analizar la frecuencia de los subtipos moleculares de cancer de

mama en las biopsias evaluadas.



I11.

A.

B.

D.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio del estudio: estudio descriptivo transversal y retrospectivo.
Poblacion: biopsias o piezas operatorias de glandulas mamarias que hayan
sido diagnosticadas con carcinoma invasivo NST y cuenten con estudio
inmunohistoquimico completo de los marcadores ER, PR, HER2 y Ki-67
efectuado en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Nacional
Cayetano Heredia (Lima, Pert) en el periodo comprendido entre el 01 de
abril de 2024 al 30 de abril de 2025. Se excluiran aquellos con datos
demograficos incompletos o en los que el reporte inicial no corresponda a
la muestra diagnostica libre de tratamiento.
Muestra: se aplicara un muestreo no probabilistico por conveniencia dada
la disponibilidad de biopsias procesadas en el HNCH. La muestra estara
constituida por todas las biopsias de cancer de mama que hayan sido
procesadas con inmunohistoquimica para los marcadores expuestos en el
periodo determinado y que cumplan con los criterios de seleccion.
Criterios de seleccion:
a. Criterios de inclusion:
- Biopsias o piezas operatorias de glandulas mamarias con el
diagnostico de carcinoma invasivo NST.
- Biopsias o  piezas  operatorias con  estudio
inmunohistoquimico completo de los marcadores ER, PR,
HER2 y Ki-67 efectuado en el Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Nacional Cayetano Heredia del 01

de abril de 2024 al 30 de abril de 2025.



- Biopsias o piezas operatorias correspondientes a mujeres

mayores de 18 afos de edad.
b. Criterios de exclusion:

- Biopsias o piezas operatorias derivadas de otro
establecimiento con el diagnostico de carcinoma invasivo de
mama NST.

- Biopsias o piezas operatorias con laminas histoldgicas con
deterioro significativo del tejido.

- Biopsias o piezas operatorias con laminas histoldgicas con
artefactos por mala fijacion.

- Biopsias 0  piezas operatorias con estudio
inmunohistoquimico incompleto.

- Biopsias o piezas operatorias de pacientes previamente
sometidas a tratamiento neoadyuvante para cdncer de mama.

- Biopsias o piezas operatorias con resultado HER2 2+
(equivoco) sin estudio confirmatorio de ISH.

- Imdagenes digitales de laminas histologicas con escaneo
defectuoso o que no consigan una calidad aceptable para el
analisis digital.

E. Definicion operacional de variables: se muestran en Anexo 1.
F. Procedimientos y técnicas:
Se solicitara permiso al HNCH para poder acceder a los informes

anatomopatologicos. Todos los datos clinicos se extraeran de estos y se



colocaran en fichas de recoleccion de datos creadas por los investigadores
del estudio en Microsoft Excel 2024 (Anexo 2).

Para este estudio se utilizaran laminas histologicas previamente procesadas
y tefiidas mediante inmunohistoquimica en el periodo abril 2024 - abril
2025. Para el procesamiento histoldgico original, las muestras de biopsias o
piezas quirtrgicas fueron fijadas en formol bufferado al 10 %, seccionadas
y embebidas en parafina siguiendo el protocolo rutinario del Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Nacional Cayetano Heredia. Para el
analisis inmunohistoquimico, se selecciono la lamina mas representativa de
cada tumor y su bloque de parafina correspondiente. Las tinciones se
realizaron en una plataforma automatizada Ventana Medical Systems
(Roche), utilizando anticuerpos especificos: HER2/neu (clona 4BS5), ER
(clona SP1), PR (clona 1E2) y Ki-67 (clona MIB-1). Las laminas fueron
validadas mediante la utilizacién de controles externos positivos. La
interpretacion de los biomarcadores inmunohistoquimicos (ER, PR, HER2
y Ki-67) se realizé de acuerdo con los criterios establecidos por el College
of American Pathologists (CAP) (11).

Las laminas tefiidas serdn digitalizadas con un escaner MoticEasyScan Pro
6, convertidas a formato TIFF e importadas a QuPath v0.6.0 para su analisis.
Cada imagen digitalizada sera evaluada para verificar enfoque adecuado,
ausencia de artefactos de escaneo y resolucion suficiente para analisis
celular. Las iméagenes con defectos técnicos serdn reescaneadas; si el
problema persiste, el caso serd excluido del andlisis. El uso de QuPath se

limitara exclusivamente a la evaluacién de laminas previamente validadas,



y no reemplazard el uso de controles externos ni los procesos de validacion
inmunohistoquimica, los cuales se realizaron de acuerdo con los estandares
del laboratorio.

Se aplicara segmentacion automatica mediante umbral de color H-DAB
para la identificacion de tejido tumoral. En cada lamina se delimitaran entre
3 y 5 regiones de interés (ROIs, por sus siglas en inglés regions of interest)
que sumen un area total de 1 mm?, seleccionadas en zonas representativas
con mayor densidad tumoral por los investigadores principales bajo
supervision del médico patodlogo. En estas ROIs se calculara la densidad de
células tumorales positivas, el porcentaje de positividad y la intensidad de
expresion para cada marcador utilizando las herramientas de QuPath: Cell
Detection, Cell Classification, Measure Intensity y Positivity Analysis.
Estas funciones permiten segmentar, clasificar y cuantificar de manera
reproducible la expresion de biomarcadores en células tumorales (Anexo 3).
Finalmente, se clasificard cada caso en uno de los principales subtipos
moleculares de cancer de mama: luminal A, luminal B, HER2-enriquecido
y TNBC, utilizando los criterios clinico-patoldgicos definidos por
ASCO/CAP y St. Gallen (11-14). Se realizara la interpretacion de los
biomarcadores segun lo detallado en la guia de interpretacion de
biomarcadores elaborada para el presente estudio (Anexo 4). Los casos que
durante el andlisis con QuPath resulten con HER2 2+ (equivoco) seran
excluidos de la clasificacion en subtipos moleculares, dado que el HNCH

no cuenta con la técnica de ISH para su confirmacion.



H.

Los resultados obtenidos con QuPath se contrastaran con los informes
anatomopatoldgicos originales, los cuales representan el estandar clinico
validado. La evaluacioén de los resultados la realizaran los investigadores
principales bajo supervision de un médico patdlogo del Servicio de
Anatomia Patoldgica del HNCH. En caso de discrepancias, se registraran en
la seccion de “Observaciones” de la ficha de recoleccion de datos,
especificando el marcador o los marcadores involucrados, y el caso sera
reevaluado por el médico patdlogo supervisor. Posteriormente, se
describiran en los resultados, analizando sus posibles causas en la discusion.
Plan de analisis: los datos recolectados en este estudio seran analizados
usando el programa STATA version 19 y Microsoft Excel 2024. La
informacion serd presentada en tablas de doble entrada y en graficos. En el
caso de las variables categoéricas, se utilizaran frecuencias y porcentajes; y
para las variables continuas, se emplearan las medidas de tendencia central,
entre ellas media y mediana.

Aspectos éticos:

a. Valor: Los resultados de esta investigacion contribuirdn al
conocimiento  sobre la  expresion de  biomarcadores
inmunohistoquimicos (HER2, ER, PR y Ki-67) en el cancer de
mama en el contexto peruano, lo cual serd util para fortalecer el
diagnostico, la clasificacion molecular y eventualmente orientar
decisiones terapéuticas. Ademas, el uso de herramientas de analisis
digital como QuPath puede sentar precedentes para futuras

implementaciones en hospitales publicos del pais.
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b. Validez cientifica: El estudio tendrd validez cientifica porque se
realizard con una metodologia adecuada para su objetivo principal.
La utilizacion de QuPath como herramienta de cuantificacion
automatizada aporta objetividad y reproducibilidad a los resultados.
La contrastacion con los informes anatomopatologicos permitira
verificar la concordancia de los datos; cualquier discrepancia sera
analizada sin modificar los reportes originales, priorizando
estandares clinicos validados.

c. Seleccion equitativa del sujeto: Se considerard un muestreo no
probabilistico y se incluirdn todas las biopsias de cancer de mama
que cumplan con los criterios de seleccion.

d. Proporcion favorable riesgo-beneficio: El presente proyecto es un
estudio descriptivo de corte transversal y no implica ningtn tipo de
intervencion sobre pacientes ni manipulacion directa de muestras
bioldgicas. Los datos clinicos se obtendran unicamente de informes
anatomopatologicos, y se manejaran de forma codificada. No
existen riesgos para los sujetos incluidos indirectamente.

e. Evaluacion ética: El presente protocolo sera debidamente
registrado en el SIDISI-UPCH y enviado a su respectiva revision por
el Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) previo a su

ejecucion.

11



f. Consentimiento informado: No requerira un consentimiento
informado, sélo la aprobacion por parte del comité de ética del
HNCH.

g. Respeto a los sujetos inscritos: Se garantizara el respeto y la
confidencialidad de todos los datos recogidos. Los investigadores
codificaran cada caso con un numero de identificacion anéonimo y
almacenaran la base de datos en un documento de computadoras
personales con contrasefia. Solo los investigadores tendran acceso a
la base original y no se publicara ningun dato que pueda permitir la
identificacion de las pacientes.

h. Diseminacion: La difusion de los resultados se realizara a través del
programa de difusion para proyectos de alumnos de pregrado de la
unidad de investigacion de la UPCH. Se publicard en una revista

cientifica.
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IV.  RESULTADOS ESPERADOS

Se espera que, tras el andlisis de las biopsias de cancer de mama mediante la
herramienta digital QuPath, se logre obtener un perfil detallado y cuantitativo de la
expresion de los marcadores hormonales estrégeno (ER), progesterona (PR), HER2
y el indice proliferativo Ki-67, permitiendo caracterizar con precision los subtipos
moleculares predominantes en la poblaciéon atendida en el Hospital Cayetano
Heredia. Se anticipa que la mayor proporcion de casos correspondera al subtipo
luminal A, seguido por luminal B, con menor frecuencia de HER2 positivo y triple
negativo, concordando con la distribucion descrita en articulos internacionales y en

un estudio nacional reciente (4,6,10).

El uso de QuPath permitira cuantificar objetivamente la inmunoexpresion de estos
marcadores, reduciendo la variabilidad interobservador y aumentando la
reproducibilidad de los resultados. Se espera explorar asociaciones entre la
intensidad y proporcion de marcacion de los biomarcadores y variables clinico-
patologicas como edad, tipo histologico, grado de diferenciacion y tamafio tumoral,
las cuales seran analizadas mediante el software Stata con métodos estadisticos
apropiados. Asimismo, se espera que este método pueda consolidarse como una
alternativa confiable y reproducible frente al anélisis manual convencional y con

una mayor eficiencia en el tiempo de analisis por muestra.

Desde una perspectiva epidemiologica, se prevé que los resultados permitan
establecer una linea base institucional sobre la distribucion de los subtipos
moleculares de cancer de mama en el hospital de estudio, contribuyendo a mejorar

la estratificacion pronoéstica y a orientar decisiones terapéuticas mas personalizadas.
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De confirmarse la utilidad y precision del método, este trabajo podria sustentar la
implementacién rutinaria de herramientas digitales de anélisis histopatologico en
los servicios de anatomia patoldgica de hospitales nacionales, optimizando tanto el

tiempo diagndstico como la investigacion oncoldgica.

Finalmente, se espera que los hallazgos generen evidencia local relevante que
permita futuras comparaciones con estudios internacionales y sirva como base para
proyectos multicéntricos que evallen el impacto prondstico y terapéutico de los

diferentes perfiles moleculares del cancer de mama en el contexto peruano.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados esperados de este estudio aportaran evidencia sobre la utilidad del
analisis digital mediante QuPath en la evaluacion inmunohistoquimica del cancer
de mama, destacando su potencial como herramienta complementaria al diagnostico
del médico patologo. Este enfoque representa un avance hacia la modernizacion de
la anatomia patologica, al ofrecer una cuantificacion mas precisa, reproducible y

objetiva de los biomarcadores tumorales ER, PR, HER2 y Ki-67.

El desarrollo del estudio en el Hospital Nacional Cayetano Heredia contribuira a
fortalecer la capacidad diagnostica institucional mediante la incorporacion de
herramientas de patologia digital, permitiendo optimizar los tiempos de andlisis,
reducir la variabilidad interobservador y mejorar la estandarizacion de los
resultados. Asimismo, los hallazgos podran servir como referencia para futuros
proyectos de validacion e implementacion de tecnologias digitales en otros

hospitales del pais.

Finalmente, la aplicacion de QuPath como método de analisis digital favorecera la
precision diagnostica en el cancer de mama y abrird la posibilidad de integrar
analisis automatizado e inteligencia artificial en la rutina histopatoldgica. De este
modo, el estudio aportard una base cientifica para la incorporacion de nuevas
tecnologias en la investigacion y gestion hospitalaria, contribuyendo al
fortalecimiento de la patologia digital y al avance de la medicina personalizada en

el Pert.
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VII.

PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

Cuadro 1. Presupuesto para la investigacion.

Materiales e
insumos

Cantidad

Costo unitario (S/.)

Total (S/.)

Flectricidad

6 meses

S/. 20 /mes

S/. 120

Internet

6 meses

S/. 50 /mes

S/. 300

Movilidad

6 meses

S/. 120 /mes

S/. 720

Unidad de
almacenamiento
(disco externo)

2

S/. 250

S/. 500

Material de

escritorio

S/. 50

S/. 100

Software QuPath

2

S/.0

S/.0

Total (S/.)

S/. 1,740

Cuadro 2. Cronograma del estudio.

ACTIVIDAD

Ene
2026

Feb
2026

Mar
2026

Abr
2026

May
2026

Jul
2026

Jun
2026

Redaccién del
protocolo

Presentacién a
Facultad de
Medicina

Presentacion
comité de
ética

Recoleccion
de datos

Procesamiento
y analisis de
datos
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Cuadro 2. Cronograma del estudio (continuacion).

Redaccioén del
manuscrito
final

Entrega del
Proyecto como
Trabajo de
Investigacion

Publicacion
del manuscrito

Nota: El periodo de procesamiento histoldgico original de las muestras (01/04/2024
- 30/04/2025) es independiente del periodo de analisis del estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Cuadro de operacionalizacion de variables.

Variable Definicion Tipo de Escala Valores Indicador
operacional variable de
medicion
Edad Numero de afios de la | Cuantitativa | De razéon | Expresado | Afios
paciente cumplidos al | discreta en nimeros
momento de la enteros
biopsia o cirugia
Total de Numero total de Cuantitativa | De razon | Expresada | Células
células c¢lulas tumorales discreta en nimeros
tumorales detectadas en las enteros
ROIs seleccionadas,
seglin conteo de
QuPath.
Células Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | Células
tumorales tumorales positivas discreta en nimeros
positivas para ER en las ROIs, enteros
para ER segun el conteo de
QuPath.
Células Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | Células
tumorales tumorales positivas discreta en numeros
positivas para PR en las ROls, enteros
para PR segun el conteo de
QuPath.
Células Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | Células
tumorales tumorales positivas discreta en numeros
positivas para HER2 en las enteros
para HER2 ROlIs, segtn el conteo
de QuPath.
Células Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | Células
tumorales tumorales positivas discreta en numeros
positivas para Ki-67 en las enteros
para Ki-67 ROIs, segtin el conteo
de QuPath.
Densidad de | Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | Células/m
células tumorales positivas continua en nimeros | m?
tumorales para ER por milimetro decimales
positivas cuadrado en las ROIs,




para ER segun el conteo de
Qupath.
Densidad de | Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | Células/m
células tumorales positivas continua en numeros | m’
tumorales para PR por milimetro decimales
positivas cuadrado en las ROIs,
para PR segun el conteo de
Qupath.
Densidad de | Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | Células/m
células tumorales positivas continua en nimeros | m?
tumorales para HER2 por decimales
positivas milimetro cuadrado
para HER2 en las ROIs, segun el
conteo de Qupath.
Densidad de | Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | Células/m
células tumorales positivas continua en nimeros | m?
tumorales para Ki-67 por decimales
positivas milimetro cuadrado
para Ki-67 en las ROIs, segun el
conteo de Qupath.
Proporcion | Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | % de
de células tumorales positivas continua en células
tumorales para ER en las ROIs porcentaje | tumorales
positivas dividido entre el positivas
para ER numero total de para ER
células tumorales en
las ROIs, seglin el
conteo de QuPath.
Proporcion | Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | % de
de células tumorales positivas continua en células
tumorales para PR en las ROIs porcentaje | tumorales
positivas dividido entre el positivas
para PR nimero total de para PR
células tumorales en
las ROIs, segun el
conteo de QuPath
Proporcion | Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | % de
de células tumorales positivas continua en células
tumorales para HER2 en las porcentaje | tumorales
positivas ROIs dividido entre el positivas
para HER2 | ntimero total de para
células tumorales en HER2

las ROIs, segtin el




conteo de QuPath.

Proporcion | Numero de células Cuantitativa | De razon | Expresado | % de
de células tumorales positivas continua en células
tumorales para Ki-67 en las porcentaje | tumorales
positivas ROlIs, dividido entre positivas
para Ki-67 el nimero total de para Ki-
(indice de células tumorales en 67
proliferacion | las ROIs, segun el
de Ki-67) conteo de QuPath.
Clasificacion | Clasificacion de ER Cualitativa | Nominal | (1) Positivo | Expresion
de expresion | basada en el dicotomica (>1%) de ER
de ER porcentaje de células (2)

tumorales positivas, Negativo

segun criterios (<1%)

ASCO/CAP.
Clasificacion | Clasificacion de PR Cualitativa | Nominal | (1) Positivo | Expresion
de expresion | basada en el dicotomica (>1%) de PR
de PR porcentaje de células (2)

tumorales positivas, Negativo

segun criterios (<1%)

ASCO/CAP.
Clasificacion | Clasificacion de Cualitativa | Ordinal | (0) Score
de expresion [ HER2 basada en el ordinal Negativo HER2
de HER2 porcentaje de células (1) 1+

tumorales positivas, (débil)

segun criterios (2) 2+

ASCO/CAP. (equivoco)

(3) 3+
(positivo)

Clasificacion | Categorias de Cualitativa | Ordinal | (1) Grado Categoria
del indice de | proliferacion basadas | ordinal bajo de
proliferacion | en el porcentaje de (<20%) proliferaci
de Ki-67 Ki-67, segun criterios (2) Grado on

St. Gallen. alto (=20%)
Intensidad Valor promedio de la | Cuantitativa | De razéon | Expresada | Valor
media de densidad optica DAB | continua en nameros | promedio
tincion para | (DAB OD) de las decimales | de
ER células tumorales del O al 1 intensidad

positivas para ER en

las ROIs, seglin

QuPath.
Intensidad Valor promedio de la | Cuantitativa | De razon | Expresada | Valor




media de densidad optica DAB | continua en numeros | promedio
tincion para | (DAB OD) de las decimales | de
PR células tumorales del O al 1 intensidad
positivas para PR en
las ROIs, segin
QuPath.
Intensidad Valor promedio de la | Cuantitativa | De razon | Expresada | Valor
media de densidad 6ptica DAB | continua en numeros | promedio
tincion para | (DAB OD) de las decimales de
HER2 células tumorales del O al 1 intensidad
positivas para HER2
en las ROIs, segiin
QuPath.
Intensidad Valor promedio de la | Cuantitativa | De razon | Expresada | Valor
media de densidad optica DAB | continua en numeros | promedio
tincion para | (DAB OD) de las decimales | de
Ki-67 células tumorales delOal 1 intensidad
positivas para Ki-67
en las ROIs, segiin
QuPath.
Subtipo Subtipo molecular Cualitativa | Nominal | (1) Luminal | Subtipo
molecular segun la positividad o | politomica A molecular
negatividad de los (2) Luminal
marcadores B
estudiados. (3) HER2-
enriquecido

(4) TNBC




Anexo 2. Ficha de recoleccion de datos.

Codigo de muestra

Edad de la paciente (afios)

Fecha de toma de muestra
(dd/mm/aaaa)

Fecha de informe (dd/mm/aaaa)

Total de células tumorales

detectadas
ER Células tumorales
positivas

Densidad de células
positivas (células/mm?)

Proporcion de células
positivas (%)

Intensidad media de
tincion

Clasificacion [ ] Positivo (>1%) [ ] Negativo (<1%)

PR Células tumorales
positivas

Densidad de células
positivas (células/mm?)

Proporcion de células
positivas (%)

Intensidad media de
tincion

Clasificacion [ ] Positivo (>1%) [ ] Negativo (<1%)

HER2 | Células tumorales
positivas

Densidad de células
positivas (células/mm?)




Proporcion de células
positivas (%)

Intensidad media de
tincion

Clasificacion

(10 [11+  []2+ []13+

Ki-67

Células tumorales
positivas

Densidad de células
positivas (células/mm?)

Proporcion de células
positivas (%)

Intensidad media de
tincion

Clasificacion

[ ] Bajo (<20%) [ ] Alto (>20%)

Subtipo molecular asignado

Luminal A / Luminal B HER2- / Luminal
B HER2+ / HER2-enriquecido / TNBC

Caso incluido en analisis final

[]Si [ ]No
Si “No”, motivo de exclusion:

Observaciones




Anexo 3. Diagrama de flujo del proceso metodologico en QuPath.

Seleccion de laminas de carcinoma
invasivo de mama NST teiiidas con IHQ

Digitalizacion de laminas con escaner
MoticEasyScan Pro 6

Control de calidad de laminas escaneadas.
Reescaneo de ser necesario.

Importacion de laminas digitales a QuPath
v.0.6.0

Aplicacion de algoritmo de segmentacion
automatica

Seleccion de regiones de interés (ROI)

Andlisis de positividad y expresion

Obtencion de resultados




Anexo 4. Clasificacion molecular.

Luminal A

ER+ y PR+; HER2— (0/1+); Ki-67 <20%

Luminal B (HER2-)

ER+; PR— 0 PR+ con Ki-67 >20%; HER2—

Luminal B (HER2+)

ER+ con HER2+ (3+) y Ki-67 >20%

HER2-enriquecido

ER-y PR—y HER2+ (3+)

TNBC

ER-, PR—, HER2- (0/1+)

Realizada segun criterios ASCO/CAP y St. Gallen (11-14).




