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ABREVIATURA SIGNIFICADO 

1L Primera Línea 

2L, 3L, 4L… Segunda línea, Tercera línea, Cuarta línea… 

ADC Antibody-Drug Conjugate: conjugado anticuerpo-fármaco  

ADCC  

Antibody Dependent Celular Citotoxicity: Citotoxicidad celular  
dependiente de anticuerpos 

ADCP  

Antibody Dependent Celular Phagocytosis: Fagocitosis celular  
dependiente de anticuerpos  

ADN Ácido Desoxirribonucleico 

AKT Proteína quinasa B  

AR Anfiregulina  

ARN Ácido Ribonucleico 

ARNm  Ácido Ribonucleico mensajero 

ASCO/CAP  

Asociación Americana de Oncología Clínica y Colegio de Patólogos  
Americanos  

BET  Bromodomain and Extra-Terminal domain 

BTC Betacelulina  

CAV1 Caveolina 1 

CBR Tasa de beneficio clínico: Clinical Benefit Rate 

CDC  

Complement Dependent Citotoxicity: Citotoxicidad dependiente de  
complemento 

CEP17 Sonda de enumeración cromosómica 17 

cfDNA ADN libre circulante  

CHI3L1 Chitinase-3-like protein 1: Proteína 1 de tipo quitinasa 3 

Cleopatra group Taxano- trastuzumab-pertuzumab 

CM Cáncer de mama 

CMCM Celulas Madre de Cáncer de Mama: Breast Cancer Stem Cells 

CMH Complejo Mayor de Histocompatibilidad  

CMM Cáncer de mama metastásico 

CNA Copy Number Alteration: Alteración del Número de Copias 

CTC Células circulantes tumorales  

ctDNA ADN circulante tumoral en plasma  

CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4: Antígeno 4 de Linfocitos T Citotóxicos 

DAR  Drug-to-Antibody Ratio: Ratio droga-anticuerpo 

ddPCR digital droplet PCR: PCR digital en gotas 

DEC Dominio ExtraCelular 

dPCR PCR digital  

DS-8201 Trastuzumab deruxtecan 

EE Enfermedad Estable: SD: Stable disease 

EGF Factor de crecimiento epidérmico  

EGFR o HER1 Receptor 1 del factor de crecimiento epidérmico humano 

EPG Epigen  
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EPR Epiregulina  

ERα Receptor Estrogénico citoplasmático α  

ESCAT  

ESMO Scale for Clinical Actionability of molecular Targets: Escala  
ESMO para la Accionabilidad de Dianas Moleculares  

ESMO  

European Society of Medical Oncology: Asociación Europea de Oncología  
Médica 

EV-RNA Vesículas extracelulares de ARN  

FABP7 Fatty acid-binding protein 7: proteína de unión a ácidos grasos 7 

FASN Fatty Acid Synthase: Ácido grasa sintetasa  

Fc Fracción constante 

FcR Receptor de Fracción constante 

HB-EGF EGF de unión a heparina  

HER2 Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

HER3  Receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano 

HER4 Receptor 4 del factor de crecimiento epidérmico humano 

HGFR  

Hepatocyte Growth Factor Receptor: Receptor del factor de crecimiento  
de hepatocitos 

HRG Heregulina  

HS  H-score 

HSF-1 Heat Shock Factor 1: Factor de choque térmico 1 

HUVH Hospital Universitario Vall d’Hebron  

IGF-1R  

Insulin Growth Factor Receptor 1: Receptor del factor de crecimiento de  
la insulina 1 

IHQ Inmunohistoquímica 

ILP Intervalo Libre de Progresión  

ISH In situ Hybridation: Hibridación in situ  

JAK Quinasas Janus  

LDH-A Lactato Deshidrogenasa A  

mAb Monoclonal antibody: anticuerpo monoclonal 

MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos 

miARN miroARN 

MS  Mass Espectrometry: Espectrometría de masas 

MSCs  

Mesenqymal Stem Cells: células mesenquimales con propiedades de célula  
madre  

MTOC Microtubule-Organizing Center: Centro Organizador de Microtúbulos 

mTOR Mammalian target of rapamycin 

MUC4 Mucina 4 

MV Mimetismo Vascular 

NF-kB Factor nuclear kappa beta 

NGS Next Generation Sequencing: Secuenciación de Nueva Generación 

NK Natural Killer 

NPA Negative Percentual Agreement: Concordancia Porcentual Negativa 

NRG Neurogulinas  

NRG1 Neurogulina-1  
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NSF Non Singleton Families: Familias No Singleton 

PBMC 
Periferal Blood Mononuclear Cells: Células mononucleares de sangre  
periférica 

PD-1 Programmed Cell Death Protein 1: Proteína de Muerte Celular Programada 1 

PD-L1 Programmed Death-Ligand 1: Ligando de muerte programada 1 

PDX Patient Derived Xenograft: Xenoinjerto derivado de paciente 

PE Progresión de Enfermedad 

PI3K Fosfatidilinositol 3-cinasa  

PPA Positive Percentual Agreement: Concordancia Porcentual Positiva 

PTK6 Proteína tirosina quinasa 6  

RAGE  

Receptor for Advanced Glycation End-products: Receptor de Productos  
Finales de Glicación Avanzada 

RC Respuesta Completa: CR: Complete Response  

RE Receptor de estrógeno  

RP Receptor de progesterona 

RP Respuesta Parcial: PR: Partial Response 

SNP Single Nucleotide Polimorphism: Polimorfismo de un Nucleótido  

SNV Single Nucleotide Variant: Variación de un neucleótido 

STAT  Transductores de señal y activadores de la transcripción 

T-DM1 Aldo-trastuzumab emtansina 

T-DXd Trastuzumab deruxtecan 

TEM Transformación Epitelio Mesénquima 

TF Tumor Fraction: Fracción Tumoral 

TG2 Transglutaminasa tisular 2 

TGF-a Factor de crecimiento transformador alfa  

TGS Targeted Gene Sequencing: Secuenciación Selectiva de Genes  

TK  Tirosine Kinase: Tirosina quinasa  

TKI Tirosine Kinase inhibitor: Inhibidor tirosina quinasa  

TMB Tumor Mutational Burden: Carga Mutacional Tumoral 

TS Tumor Shedding: Liberación tumoral 

TZ_iCDK Trastuzumab -inhibidor de ciclinas-hormonoterapia 

TZ_QT Trastuzumab-quimioterapia 

VAF Variant Alelic Fraction: Fracción de Variante Alélica 

VAFR  

Variant Alelic Fraction Ratio: Proporción de la Variación de la Fracción  
Alélica  

VHIO  Vall d’Hebron Institute of Oncology 

VPP Valor Predictivo Positivo 

VUS Variant of Uncertain Significance: Variante de Significado Incierto 

WES Whole Exome Sequencing: Secuenciación completa del exoma 

WGS Whole Genome Sequencing: Secuenciación completa del genoma 
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RESUMEN 
 
ANTECEDENTES: 
El tratamiento del cáncer de mama metastásico (CMM) HER2 positivo incluye distintos 
fármacos anti-HER2 que en monoterapia o en combinación con quimioterapia, 
hormonoterapia o inhibidores de otras vías celulares, han demostrado mejorar el 
pronóstico de estas pacientes. No obstante, eventualmente, la mayoría de las pacientes 
progresan a estas terapias. El estudio del ADN circulante tumoral en plasma (ctDNA) es 
una herramienta útil en desarrollo para la identificación de alteraciones genómicas 
tumorales que pueden asociarse a mecanismos de sensibilidad o resistencia a los 
tratamientos. 
 
OBJETIVOS: 
El objetivo principal del proyecto es estudiar los mecanismos de resistencia primaria o 
adquirida a tratamientos anti-HER2, mediante el estudio de las alteraciones genómicas 
del ADN tanto en material de tejido tumoral como en ctDNA en plasma.  
Otros objetivos secundarios incluyen el estudio de la concordancia entre las alteraciones 
identificadas en tejido tumoral y las de ctDNA, la evaluación de la amplificación de 
ERBB2 en ctDNA como predictor de respuesta a tratamiento anti-HER2, su concordancia 
con la amplificación en tejido y la valoración de la rentabilidad de las biopsias para 
generar xenoinjertos derivados de tumores de pacientes (PDX: Patient Derived 
Xenograft) para el estudio de mecanismos de resistencia. 
 
MATERIAL Y MÉTODOS: 
Se trata de un estudio ambispectivo, correspondiente a una cohorte consecutiva de 
pacientes con diagnóstico de CMM HER2 positivo metastásico identificadas 
prospectivamente y de las que se dispone de muestra de tejido tumoral y plasma, 
tratadas con terapias anti-HER2 en el Hospital Universitario Vall d’Hebron (HUVH). 
Los datos clínicos de las pacientes incluidas se recogen de sus historias clínicas en una 
base de datos codificada en RedCap VHIO. Se incluye información demográfica, historial 
médico, características del tumor, estado vital, muestras de tejido y plasma disponibles, 
tratamientos anti-HER2 recibidos, así como respuesta obtenida, fecha de inicio y fin de 
cada tratamiento y fecha de último seguimiento o éxitus de la paciente. Se analizan de 
forma retrospectiva las alteraciones genómicas de los tumores, mediante secuenciación 
de Nueva Generación (NGS) con el panel VHIO-300 en tejido y el panel Guardant360 
VHIO en plasma y se evalúa la expresión de HER2 en las muestras de tejido mediante 
técnicas de Inmunohistoquímica (IHQ), hibridación in situ (ISH) y determinación del H-
score.  
Para el análisis estadístico descriptivo se usan frecuencias y porcentajes para variables 
categóricas, y media, desviación estándar, mediana, rango y rango intercuartílico para 
variables continuas. El análisis de supervivencia emplea el método de Kaplan-Meier y 
modelos de riesgos proporcionales de Cox univariables. El análisis estadístico genómico 
utiliza modelos lineales generales para correlacionar variables numéricas utilizando 
correlaciones de Pearson y Spearman, y pruebas de Wilcoxon para comparaciones entre 
grupos. 
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RESULTADOS: 
Se incluyen 107 pacientes con 608 muestras de plasma recogidas de forma seriada y 
prospectiva. Para los análisis se seleccionan 39 pacientes de las que se dispone de 
muestras pareadas de tejido y plasma. Se analizan 51 muestras de tejido (expresión de 
HER2 (IHQ/ISH y H-score) en 45 muestras y análisis genómicos en 12 muestras con 
Amplicon y en 44 con el panel VHIO-300). Se analizan 116 muestras de plasma con el 
panel Guardant360 VHIO de las cuales 49 son pareadas y el resto recogidas en diferentes 
líneas de tratamiento de las 39 pacientes.  
Las 39 pacientes con muestras pareadas son de sexo femenino con una mediana de edad 
al diagnóstico de 49 años (29-85). Trece pacientes (33%) presentaban enfermedad 
metastásica y a mediana de seguimiento desde su inclusión en el proyecto es de 35 
meses (5.6 a 95). 
La mediana de líneas de tratamiento recibidos en el ámbito metastásico es de 6 (1-14). 
Se administran un total de 244 tratamientos: trastuzumab (48%), pertuzumab (12%), 
zanidatamab (2%), margetuximab (0.4%), zenocutuzumab (0.4%), trastuzumab 
duocarmazina (4%), trastuzumab deruxtecan (10%), lapatinib (5%), neratinib (0.8%), 
tucatinib (4%), y dasatinib (0.4%). La mediana del tiempo hasta la progresión es de 5.7 
meses (0-62.9), y la mediana de supervivencia global es de 61 meses desde el inicio de 
tratamiento para enfermedad metastásica. 
Los análisis realizados no evidencian alteraciones genómicas específicas con resistencia 
primaria a la mayoría de los tratamientos anti-HER2 estudiados, y únicamente se 
identifica una asociación estadísticamente significativa entre la presencia de mutaciones 
patogénicas en PTEN y amplificación de RAF1 con resistencia a T-DM1. No se identifica 
ninguna mutación emergente con significación estadística asociada a la resistencia 
adquirida a los tratamientos anti-HER2 evaluados. 
Se observa alta concordancia de genes compartidos entre tejido y ctDNA para 
mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas (78%), moderada para 
amplificaciones (61%) y baja para variantes de significado incierto (VUS) (32%). 
No se ha observado que la amplificación de ERBB2 determinada por NGS se correlacione 
con el beneficio a los tratamientos anti-HER2 estudiados.  
Se encuentra discordancia entre la amplificación de ERBB2 detectada por NGS en tejido 
y plasma en muestras pareadas. Sin embargo, en las mismas muestras de tejido se 
observa concordancia entre la amplificación de ERBB2 por NGS y por métodos 
convencionales.  
Se han generado modelos PDX con una tasa de éxito del 26.5%. Se observa discordancia 
en la única correlación de respuesta a tratamiento establecida entre paciente y PDX, ya 
que el PDX respondió a SYD985, a pesar de que la biopsia se obtuvo tras la progresión 
de la paciente a este tratamiento. 
 
CONCLUSIONES: 
El alcance de la biopsia líquida en la detección de alteraciones genómicas que pudieran 
identificar mecanismos de resistencia primarios o adquiridos a los tratamientos anti-
HER2 evaluados ha sido limitado en nuestro estudio. Aunque la concordancia de las 
mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas ha sido elevada entre tumor y 
plasma, la complejidad biológica complejidad biológica subyacente a la aparición de 
resistencias a los tratamientos requiere una aproximación más integral incluyendo 
análisis adicionales como el estudio de la expresión de ARNm, la epigenética, la 
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proteómica, además de factores como el microambiente tumoral y la respuesta inmune 
para identificar futuros biomarcadores con utilidad clínica para esta población de 
pacientes. Sin embargo, la utilidad del análisis de ctDNA es fundamental para 
monitorizar alteraciones genómicas evitando realizar procedimientos invasivos y para 
identificar alteraciones accionables que pueden guiar decisiones terapéuticas en otros 
subtipos tumorales.  

ABSTRACT 
 
BACKGROUND: 
The treatment of metastatic HER2-positive breast cancer (MBC) includes various anti-
HER2 drugs that, either as monotherapy or in combination with chemotherapy, 
hormonal therapy, or inhibitors of other cellular pathways, have shown to improve the 
prognosis of these patients. However, eventually, most patients progress on these 
therapies. The study of circulating tumor DNA (ctDNA) in plasma is an emerging useful 
tool for identifying tumor genomic alterations that may be associated with mechanisms 
of sensitivity or resistance to treatments. 
 
OBJECTIVES: 
The main objective of the project is to study the mechanisms of primary or acquired 
resistance to anti-HER2 treatments by examining genomic alterations in both tumor 
tissue samples and circulating tumor DNA (ctDNA) in plasma. Secondary objectives 
include investigating the concordance between alterations identified in tumor tissue 
and those in ctDNA, evaluating the amplification of ERBB2 in ctDNA as a predictor of 
response to anti-HER2 treatment, assessing its concordance with tissue amplification, 
and evaluating the feasibility of biopsies to generate patient-derived xenografts (PDX) 
for the study of resistance mechanisms. 
 
MATERIALS AND METHODS: 
This is an ambispective study involving a consecutive cohort of HER2-positive MBC 
patients, identified prospectively, with available tumor tissue and plasma samples, 
treated with anti-HER2 therapies at Vall d'Hebron University Hospital (HUVH).  
Clinical data for the included patients are collected from their medical records into a 
coded database in RedCap VHIO. The dataset includes demographic information, 
medical history, tumor characteristics, vital status, available tissue and plasma samples, 
anti-HER2 treatments received, along with the obtained response, start and end dates 
of each treatment, and date of last follow-up or patient death. Genomic alterations of 
tumors are analyzed retrospectively using Next Generation Sequencing (NGS) with the 
VHIO-300 panel for tissue and the Guardant360 VHIO panel for plasma. HER2 expression 
in tissue samples is evaluated using Immunohistochemistry (IHC), in situ hybridization 
(ISH), and determination of the H-score. 
For descriptive statistical analysis, frequencies and percentages are used for categorical 
variables, and mean, standard deviation, median, range, and interquartile range for 
continuous variables. Survival analysis employs the Kaplan-Meier method and univariate 
Cox proportional hazards models. Genomic statistical analysis utilizes general linear 
models to correlate numerical variables using Pearson and Spearman correlations, as 
well as Wilcoxon tests for comparisons between groups. 
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RESULTS: 
107 patients with 608 plasma samples collected serially and prospectively are included. 
For the analyses, 39 patients with paired tissue and plasma samples are selected. 51 
tissue samples are analyzed (HER2 expression (IHQ/ISH and H-score) in 45 samples and 
genomic analyses in 12 samples with Amplicon and in 44 with the VHIO-300 panel). 
Additionally, 116 plasma samples are analyzed with the Guardant360 VHIO panel, of 
which 49 are paired with tissue samples, and the rest collected in different treatment 
lines of the 39 patients. The 39 patients with paired samples are female, with a median 
age at diagnosis of 49 years (range 29-85). Thirteen patients (33%) presented de novo 
metastatic disease, and the median follow-up since inclusion in the project was 35 
months (5.6 to 95). The median number of treatment lines received in the metastatic 
setting is 6 (1-14). A total of 244 treatments were administered: trastuzumab (48%), 
pertuzumab (12%), zanidatamab (2%), margetuximab (0.4%), zenocutuzumab (0.4%), 
trastuzumab duocarmazine (4%), trastuzumab deruxtecan (10%), lapatinib (5%), 
neratinib (0.8%), tucatinib (4%), and dasatinib (0.4%). The median time to progression is 
5.7 months (0-62.9), and the median overall survival from the start of treatment for 
metastatic disease is 61 months.  
The analyses performed do not reveal specific genomic alterations associated with 
primary resistance to the majority of the studied anti-HER2 treatments, with only one 
statistically significant association identified between the presence of pathogenic 
mutations in PTEN and amplification of RAF1 with resistance to T-DM1. No emerging 
mutations with statistical significance associated with acquired resistance to the 
evaluated anti-HER2 treatments were identified. 
A high concordance of shared genes between tissue and ctDNA for pathogenic and likely 
pathogenic mutations (78%) is observed, moderate for amplifications (61%), and low for 
variants of uncertain significance (VUS) (32%). ERBB2 amplification determined by NGS 
has not been observed to correlate with benefit to the anti-HER2 treatments studied. 
Discordance is found between ERBB2 amplification detected by NGS in tissue and 
plasma in paired samples. However, in the same tissue samples, concordance is 
observed between ERBB2 amplification by NGS and by conventional methods. 
PDX models have been generated with a success rate of 26.5%. Discordance is observed 
in the only correlation of response to treatment established between patient and PDX, 
since the PDX responded to SYD985, even though the biopsy was obtained after the 
patient's progression to this treatment. 
 
CONCLUSIONS: 
The scope of liquid biopsy in detecting genomic alterations that could identify primary 
or acquired resistance mechanisms to the evaluated anti-HER2 treatments has been 
limited in our study. Although the concordance of pathogenic and probably pathogenic 
mutations has been high between tumor and plasma, the biological complexity 
underlying the emergence of resistance to treatments requires a more comprehensive 
approach including additional analyses such as the study of mRNA expression, 
epigenetics, proteomics, as well as factors such as tumor microenvironment and 
immune response to identify future biomarkers with clinical utility for this patient 
population. Nevertheless, the utility of ctDNA analysis is crucial for monitoring genomic 
alterations, avoiding invasive procedures, and for identifying actionable alterations that 
can guide therapeutic decisions in other tumor subtypes. 
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1. INTRODUCCIÓN 
El cáncer de mama (CM) es la neoplasia más frecuentemente diagnosticada en las 
mujeres. Supone además la principal causa de muerte relacionada con el cáncer en 
mujeres. Los datos publicados por GLOBOCAN 2020 estiman que el CM supone el 11.7% 
de todos los cánceres diagnosticados con 2.3 millones de casos estimados a nivel 
mundial.1 Los nuevos casos estimados en España para 2022 fueron de 34.750, mientras 
que su mortalidad fue muy inferior por lo que la prevalencia los 5 años fue de 144.233 
en 2020. Por supuesto, esta prevalencia puede irse modificando en el tiempo con la 
incorporación progresiva de avances terapéuticos.2 
 

1.1. SUBTIPOS DE CÁNCER DE MAMA 
El CM es una enfermedad compleja cuya incidencia aumenta con la edad debido a la 
acumulación de mutaciones somáticas en las glándulas mamarias. Las neoplasias 
malignas del tejido mamario son heterogéneas y se dividen ampliamente en varios 
subtipos con diversas características clínicas y diferentes pronósticos en función de las 
aberraciones moleculares que presentan.3 Para clasificar los subtipos de CM se utilizan 
fundamentalmente marcadores inmunohistoquímicos (IHQ) y también es posible 
hacerlo mediante plataformas basadas en expresión génica. La discordancia entre 
ambos métodos puede ser de hasta el 30%.4 Según el consenso de St. Gallen de 2015 se 
estableció la correlación IHQ según la clasificación molecular que utilizamos 
actualmente para diferenciar los subtipos de CM.5 
 
-Luminal A: En el subtipo luminal A, que representa aproximadamente el 50-60% de las 
pacientes con CM, considerando la IHQ, los tumores son positivos para el receptor de 
estrógeno (RE) con positividad del receptor de progesterona (RP) ≥20% y negatividad de 
la proteína HER2. Además, debido a una expresión reducida de Ki67 <20%, una proteína 
correlacionada con la proliferación de células cancerosas, el subtipo luminal A se asocia 
generalmente con grados histológicos y agresividad bajos y un buen pronóstico. 
También se incluyen en este subtipo los tumores de los que se haya realizado una 
plataforma de expresión génica cuyo resultado haya sido de bajo riesgo.5 Las pacientes 
con CM luminal A tienen una tasa de recaída que es significativamente inferior a la de 
los demás subtipos. Las recidivas son más frecuentes a nivel óseo, mientras que las 
metástasis hepáticas, pulmonares y del sistema nervioso central se producen en menos 
del 10% de las pacientes. El tratamiento se basa principalmente en la hormonoterapia.6,7 
 
-Luminal B: En el subtipo luminal B, que comprende aproximadamente el 15-20% de los 
CM, considerando la IHQ podemos diferenciarlos acorde a la expresión de la proteína 
HER2 en luminal B HER2 negativos y luminal B HER2 positivos. En el primer caso, los 
tumores son positivos para el RE y negativos para la proteína HER2 y al menos deben 
presentar una de las siguientes características: Ki67 ≥20%, RP negativo o <20%, y , si está 
disponible, un resultado de alto riesgo en una plataforma de expresión genómica. Por 
tanto, son tumores que tienen un fenotipo más agresivo, mayor grado histológico, índice 
proliferativo y peor pronóstico con mayor tasa de recurrencia y menor supervivencia 
tras una recaída en comparación con el subtipo luminal A. 8 En el segundo caso, los 
tumores se caracterizan por tener positividad tanto de RE como de HER2 con cualquier 
porcentaje de ki 67 y/o de RP.5 Este subtipo de tumores  luminal B HER2 positivos se 
puede incluir dentro de los tumores considerados HER2 positivos. 



 
 

 17 

 
-Triple negativo: En este subtipo de CM los tumores se caracterizan por presentar 
negatividad a nivel de IHQ tanto de RE/RP como de la proteína HER2 e incluye un 10-
15% de las pacientes diagnosticadas. Son tumores agresivos con alto índice mitótico y 
proliferativo con tendencia a la diseminación metastásica visceral, incluyendo como en 
los tumores HER2 positivos la localización cerebral con frecuencia, características que le 
confieren mal pronóstico. Puede encontrarse una discordancia de un 20-30% entre los 
tumores triples negativos y el subtipo intrínseco basal-like con el que se correlaciona a 
nivel IHQ.9 
 
-HER2 positivo: En este subtipo que comprende aproximadamente un 15-20% de los CM, 
se incluyen todos los tumores que presentan positividad para la proteína HER2 por IHQ 
y/o técnicas de hibridación in situ (ISH) siguiendo los criterios de las guías de la 
Asociación Americana de Oncología Clínica y de Patólogos Americanos (ASCO/CAP).10 
Además, alrededor del 50% pueden presentar expresión de receptores hormonales, el 
resto de tumores con ausencia de expresión se consideran como tumores de mama 
HER2 positivos no luminales.11 En general, hay una correlación entre la IHQ/ISH con el 
subtipo intrínseco a nivel de expresión génica denominado HER2 enriched de un 70% 
aproximadamente, ya que hasta un 30% de pacientes con este subtipo pueden no tener 
positividad IHQ de la proteína HER2 en la membrana de las células tumorales.3 Estos 
tumores tienen un comportamiento agresivo con coeficientes de proliferación de ki67 
habitualmente elevados, tendencia a metástasis viscerales incluyendo la localización 
cerebral, baja expresión de RE/RP con resistencia a terapias endocrinas y sensibilidad a 
terapias específicas contras HER2.12 
 

1.2. EL CÁNCER DE MAMA HER2 POSITIVO 
Entre el 15-20% de todos los cánceres de mama tienen amplificación del gen ERBB2 o 
sobreexpresión del receptor de factor crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), un 
receptor de tirosina quinasa (TK) transmembrana. La proteína HER 2 tiene implicación 
en el crecimiento y la diferenciación celular. El receptor HER2 está codificado por el 
protooncogén ERBB2 o HER2/neu que se encuentra localizado en el cromosoma 17q21 
y fue descrito en 1984 por Schechter et al.13 La amplificación de este receptor fue 
descrita en una línea celular de CM por primera vez en 1985 por King et al.14 En 1987 
Slamon et al.  investigaron las alteraciones de este gen en 189 cánceres primarios de 
pacientes. Observaron que el gen HER2/neu estaba amplificado entre 2 y más de 20 
veces en el 30% de los tumores analizados. La amplificación del gen fue un factor 
pronóstico predictivo independiente con mayor significación que la mayoría de los 
factores pronósticos conocidos, incluido el estado de los receptores hormonales en el 
CM con ganglios linfáticos positivos.15 Posteriormente sucesivas investigaciones 
validaron el potencial oncogénico de HER2 que se puso de manifiesto en los inicios de la 
ingeniería genética de ratones, cuando varios modelos de tumorogénesis mamaria 
inducida por HER2 mostraron una biología de la enfermedad agresiva y metastásica.16 
Se demostró que la activación de HER2 es necesaria a lo largo de todo el proceso de la 
enfermedad, desde el inicio hasta la enfermedad metastásica. Este hecho, ilustra muy 
bien el concepto de adicción oncogénica y el potencial de este oncogén como diana para 
el tratamiento del cáncer, ya que las metástasis retrocedían rápida y completamente 
tras la supresión de la expresión de HER2. Sin embargo, la mayoría de los animales cuyos 
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tumores habían respondido a la supresión de HER2 acababan desarrollando nuevas 
metástasis que progresaban independiente de la amplificación del gen.17 Todos estos 
descubrimientos realizados a finales de la década de 1980 coincidieron con el desarrollo 
de la tecnología para generar anticuerpos monoclonales y humanizarlos para su uso 
como agentes terapéuticos favoreciendo que HER2 fuera una de las primeras dianas 
exploradas por esta novedosa tecnología.18 Así, trastuzumab, el primer anticuerpo 
monoclonal (mAb) anti-HER2, entró en la investigación clínica en 1992. Inicialmente se 
estudió en pacientes con cáncer de mama metastásico (CMM) con HER2 amplificado, 
dando lugar a su aprobación tras un estudio de fase 3. Posteriormente se siguieron 
estudios pivotales en estadios precoces, estableciendo el papel de los mAb en el 
tratamiento dirigido del cáncer.19-21 En la década de 1990, se desarrollaron otros mAbs 
guiados por la estructura del receptor, como es el caso de pertuzumab, que permitía 
interrumpir la dimerización de HER2 de forma más eficaz, con beneficios adicionales de 
bloqueo de la señalización, que fueron demostrados en ensayos clínicos.22,23 A finales 
de la década de 1990, evolucionaron las tecnologías para conjugar estos mAbs con 
agentes citotóxicos mejorando la química de los enlaces.  Así se alcanzó el  desarrollo 
del primer conjugado anticuerpo-fármaco (ADC) aldo-trastuzumab emtansina (T-
DM1).24 Mientras que trastuzumab o pertuzumab mostraron eficacia limitada como 
agentes únicos, incrementada en combinación con quimioterápicos, T-DM1 resultó ser 
eficaz en monoterapia con un perfil de toxicidad más favorable.25 Este avance impulsó 
los esfuerzos por seguir explorando los ADC, lo que condujo al desarrollo de trastuzumab 
deruxtecan (DS-8201 o T-DXd) que ha demostrado una eficacia sin precedentes en el 
CMM HER2 positivo.26-28 Otra estrategia diferente a la del bloqueo del receptor HER2 
por anticuerpos, es mediante la inhibición de la señalización mediante inhibidores 
tirosina quinasa (TKIs). Estos TKIs tienen actividad modesta en monoterapia y se han 
desarrollado en combinación con quimioterapia y con mAb anti-HER2. Lapatinib, un TKI 
paninhibidor reversible de la familia de receptores HER fue el primero en demostrar 
actividad clínica en la población de pacientes con enfermedad avanzada HER2 positiva.29 
Posteriormente, se sintetizaron TKIs con acción irreversible de receptores de la familia 
HER, siendo destacable neratinib.30  Más recientemente se ha desarrollado tucatinib, un 
TKI reversible con mayor selectividad para HER2 con interesante actividad clínica.31 
 

1.3. FAMILIA DE RECEPTORES ErbB/HER 
HER2/ErbB2 es un receptor de membrana con actividad tirosina quinasa (TK), miembro 
de una familia de cuatro receptores codificados por los genes de la familia HER/ErbB: 
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR o HER1), HER2, HER3 y HER4 (figura 
1).32 Estos receptores son fundamentales para el desarrollo celular normal, pero su 
desregulación puede resultar en proliferación y supervivencia celular descontroladas, 
contribuyendo al desarrollo del cáncer.33  
Los receptores miembros de la familia HER/ErbB constan de un dominio extracelular, los 
dominios I-IV, y un dominio TK intracelular con una larga cola C-terminal. Los dominios 
extracelular e intracelular están conectados por una hélice transmembrana y un 
dominio yuxta membrana.34 Las interacciones entre estos receptores son complejas, 
pudiéndose producir en presencia o ausencia de ligandos extracelulares, dando lugar a 
la activación de la cascada de señalización. Se activan las vías de fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3K/AKT/mTOR), la de la proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK) y la 
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vía de señalización celular JAK/STAT que involucra las quinasas Janus (JAK) y los 
transductores de señal y activadores de la transcripción (STAT).  
Los péptidos de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) se unen a los 
receptores HER y, en función de su especificidad, se dividen en tres grupos. El primer 
grupo incluye EGF, el factor de crecimiento transformador alfa (TGF-a), la anfiregulina 
(AR) y el epigen (EPG), que se unen específicamente al EGFR. El segundo grupo incluye 
la betacelulina (BTC), el EGF de unión a heparina (HB-EGF) y la epiregulina (EPR), que 
presentan una especificidad dual, uniéndose tanto al EGFR como al HER4. El tercer 
grupo, las neurogulinas (NRG), forman dos subgrupos en función de su capacidad para 
unirse a HER3 y HER4 (NRG-1 y NRG-2) o sólo a HER4 (NRG-3 y NRG-4).35  
 

 
 
Figura 1. Los receptores ErbB/HER y vías de señalización. Hay cuatro miembros de la familia ErbB de RTK, EGFR, ErbB2 
(HER2), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4). Tras la unión del ligando, los receptores experimentan un cambio 
conformacional que permite la formación de homodímeros y heterodímeros. A continuación, los receptores se 
fosforilan en residuos de tirosina dentro de su dominio cinasa citoplasmático, iniciando la señalización por las vías 
PI3K/AKT/mTOR y RAS/RAF/MEK/MAPK. Estas vías participan en el crecimiento, diferenciación y supervivencia 
celular.36 Figura creada en https://BioRender.com 

La unión del ligando inicia la señalización provocando la formación específica de 
homodímeros o heterodímeros de los receptores que da lugar a la activación del 
dominio citoplasmático de la quinasa que fosforila las tirosinas en la región terminal 
intracelular de cada receptor. Cabe destacar que HER3 tiene actividad quinasa deficiente 
y solo se activa al dimerizarse con otro receptor. Además, una peculiaridad de HER2 es 
que no se une a ninguno de los ligandos Erb. Sin embargo, se activa a través de la 
heterodimerización con los otros receptores unidos al ligando.36 De esta manera, las 
interacciones entre esta familia de  proteínas de la superficie celular están muy 
interrelacionadas, formando una compleja red de señalización.37 Así, la unión del 
ligando puede provocar una fosforilación cruzada de otros receptores. De este modo, se 
pueden formar a mayor escala agrupaciones de receptores homo y heteroméricos.38 Sin 
embargo, los dominios extracelulares de los receptores también presentan 
características moleculares que permiten la asociación entre ellos independiente del 
ligando pudiendo asimismo dar lugar a la activación del receptor.39,40 Finalmente, una 
vez que se activa el receptor, se inducen las vías de señalización metabólica previamente 
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mencionadas, principalmente PI3K/AKT/mTOR, pero también otras como MAPK y 
JAK/STAT.36 Las mutaciones o amplificaciones de los genes de la familia ErbB, pueden 
inducir una señalización aberrante que provoca un aumento de la homodimerización o 
heterodimerización de estos receptores. De esta manera, se conduce a una actividad 
quinasa constitutivamente activada, con el consiguiente incremento en las vías de 
señalización que favorece el desarrollo y proliferación de las células tumorales.36  
 

1.4. DETERMINACIÓN DE HER2 
La correcta determinación de HER2 tiene un importante valor clínico, ya que es un 
biomarcador crucial para valorar el potencial beneficio de las terapias anti-HER2. El 
estudio de adyuvancia NRG B-47 confirmó la falta de beneficio de trastuzumab en 
pacientes cuyos tumores carecen de amplificación génica y presentan una 
inmunohistoquímica 1+ o 2+ para HER2.41 En el caso de pacientes con CM avanzado el 
desarrollo de terapias de nueva generación, en particular ADCs contra HER2, está 
cambiando este paradigma. Actualmente hay terapias con actividad clínicamente 
relevante en pacientes que siendo consideradas HER2 negativas, presentan alguna 
expresión de la proteína en sus células tumorales. Sin embargo, las pacientes cuyos 
tumores son HER2 positivos tienen más probabilidad de presentar un mayor beneficio a 
estas terapias que las HER2 negativas.42 
 

1.4.1. Métodos standard 

 1.4.1.1. IHQ/ISH 
Los métodos validados para la determinación de la proteína del receptor del factor de 
crecimiento 2 (HER2) son la inmunohistoquímica (IHQ) y la hibridación in situ (ISH). Su 
valoración se basa en las recomendaciones de las guías ASCO/CAP más recientes 
actualizadas y publicadas en los años 2018 y 2023 respectivamente.10,43  
Las guías recomiendan que en todas las pacientes con diagnóstico reciente de CM debe 
realizarse un test para la evaluación de HER2. Las pacientes que desarrollen una 
enfermedad metastásica deberán someterse a una determinación de HER2 en una zona 
metastásica, si disponen de una muestra de tejido.43 
 
El algoritmo óptimo para la determinación de HER2 define los casos en que se debe 
reportar un resultado positivo o negativo para HER2. Se establece mediante el estudio 
del componente invasivo de una muestra de CM. Este se debe apreciar fácilmente 
utilizando un objetivo de baja potencia y se observa dentro de una población celular 
invasora homogénea y contigua. Para hacer el análisis se debe utilizar un test validado 
(figura 2): 
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Figura 2. Algoritmo para la evaluación de la expresión de la proteína del receptor 2 del factor de crecimiento 
epidérmico humano (HER2) mediante inmunohistoquímica. Representación del algoritmo para la evaluación de la 
expresión de la proteína del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) mediante 
inmunohistoquímica (IHC) del componente invasivo de una muestra de cáncer de mama (*) Se aprecia fácilmente 
utilizando un objetivo de baja potencia y se observa dentro de una población celular invasora homogénea y contigua. 
Adaptada de referencia.43 

- El resultado de HER2 es positivo en los casos en que la IHQ es 3+ en > 10% de las células 
tumorales, considerando que está basada en la tinción circunferencial de la membrana 
que es completa e intensa. 
 
- El resultado de HER2 se considera equívoco si el resultado por IHQ es 2+, definido por 
una tinción de membrana completa de débil a moderada observada en > 10% de las 
células tumorales. Se debe hacer test de ISH, con la recomendación de usar 
preferencialmente la hibridación basada en doble sonda en lugar de con sonda simple. 
 
- Se considera ISH positiva con un test de sonda simple: 

    Número medio de copias de HER2 con una sonda simple   6.0 señales/célula 
 
- Se considera ISH positiva con un test de doble señal del gen HER2, es decir de doble 
sonda según el algoritmo correspondiente para la evaluación de la amplificación de 
HER2 mediante un test de ISH del componente invasivo de una muestra de CM. Al 
comunicar los resultados finales se asume que no hay discordancia histopatológica 
aparente observada por el patólogo. Se establecen 5 posibles grupos (figura 3): 
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Figura 3. Algoritmo para la evaluación de la amplificación del gen del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico 
humano (HER2) mediante un test de hibridación in situ (ISH) del componente invasivo de una muestra de cáncer de 
mama utilizando un test de doble señal (gen HER2) (ISH de doble sonda). Representación del algoritmo para la 
evaluación de la amplificación del gen del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) mediante 
un test de hibridación in situ (ISH) del componente invasivo de una muestra de cáncer de mama utilizando un test de 
doble señal (gen HER2) (ISH de doble sonda). Nota: Los resultados finales comunicados asumen que no hay 
discordancia histopatológica aparente observada por el patólogo. En lo que respecta a los grupos 2, 3 y 4, si la 
institución o el laboratorio que realiza la prueba ISH aún no la ha evaluado, la prueba de inmunohistoquímica (IHC) 
para HER2 debe realizarse utilizando secciones de la misma muestra de tejido utilizada para el ISH, y los portaobjetos 
tanto del ISH como de la IHC deben revisarse conjuntamente para orientar la selección de las áreas que deben 
puntuarse mediante ISH (las consideraciones prácticas locales dictarán el mejor procedimiento para realizar esta 
evaluación concomitante). CEP17, sonda de enumeración cromosómica 17. Adaptada de referencia43 

Grupo 1: Ratio HER2/CEP17 con doble sonda de  2.0; con un número medio de copias 

de HER2 de  4.0 señales/célula. Se considera como ISH positivo. 

Grupo 2: Ratio HER2/CEP17 de doble sonda de   2.0; con un número medio de copias 
de HER2 < 4.0.  
En este caso se deben hacer pruebas adicionales para determinar la positividad. Se debe 
testar la IHQ para HER2 utilizando secciones de la misma muestra de tejido utilizada para 
determinar el ISH y revisar en conjunto las laminillas de IHQ e ISH para guiar la selección 
de las áreas en las que se determina el ISH: 

- Si son áreas de IHQ 3+ se considera un resultado positivo.  
- Si el resultado es IHQ 2+, se recomienda que otro observador determine el ISH. 

Si el resultado se mantiene con una media de < 4.0 señales HER2/célula y el cociente 

HER2/CEP17 es de   2.0, el diagnóstico final será HER2 negativo con un comentario en 
el informe de AP. Si hay cambios en la categorización del ISH por el segundo observador, 
los resultados se decidirán según los procedimientos internos del laboratorio para 
definir la categoría final. 

- Si el resultado de la IHQ es 0 o 1+, el diagnóstico final se considera HER2 
negativo con un comentario en el informe de AP. El comentario recomendado por el 
panel de expertos es: “La evidencia es limitada en cuanto a la eficacia de la terapia 

dirigida a HER2 en el pequeño subgrupo de casos con un cociente HER2/CEP17 de  2.0 
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y un número medio de copias de HER2 de < 4.0 por célula. En la primera generación de 
ensayos de trastuzumab adyuvante, las pacientes de este subgrupo que fueron 
asignadas aleatoriamente al brazo de trastuzumab no parecieron obtener una mejora 
de la supervivencia libre de enfermedad o global, pero hubo muy pocos casos como para 
extraer conclusiones definitivas. Si el resultado de la IHC no es 3+ positivo, se 
recomienda que la muestra se considere HER2 negativa debido al bajo número de copias 
de HER2 mediante ISH y a la ausencia de sobreexpresión de la proteína”.43 

 
Grupo 3: Ratio HER2/CEP17 de doble sonda de < 2.0 con un número medio de copias 

HER2 de   6.0 señales/célula.  
En este caso se deben hacer pruebas adicionales para determinar la positividad como 
en el grupo 2. Se debe testar la IHQ para HER2 utilizando secciones de la misma muestra 
de tejido utilizada para determinar el ISH y revisar en conjunto las laminillas de IHQ e 
ISH para guiar la selección de las áreas en las que se determina el ISH: 

- Si el resultado de la IHQ es 3+ se considera un resultado HER2 positivo.  
- Si el resultado es IHQ 2+, se recomienda que otro observador determine el ISH. 

Si la relación HER2/CEP17 se mantiene en < 2.0 con  6.0 señales HER2/célula, el 
diagnóstico es HER2 positivo. Si hay cambios en la categorización del ISH por el segundo 
observador, los resultados se decidirán según los procedimientos internos del 
laboratorio para definir la categoría final. 

- Si el resultado de la IHQ es 0 o 1+, el diagnóstico final se considera HER2 
negativo con un comentario en el informe de AP. El comentario recomendado por el 
panel de expertos es: “No hay datos suficientes sobre la eficacia de la terapia dirigida a 
HER2 en casos con un cociente HER2 de < 2.0 en ausencia de sobreexpresión de la 
proteína, porque estas pacientes no fueron elegibles para la primera generación de 
ensayos clínicos adyuvantes con trastuzumab. Cuando los resultados de IHC 
concurrentes son negativos (0 o 1+), se recomienda que la muestra se considere HER2 
negativa”.43 
 
Grupo 4: Ratio HER2/CEP17 de doble sonda de < 2.0 con un número medio de copias 

HER2   4.0 y < 6.0 señales. 
En este caso el diagnóstico definitivo se basará en pruebas adicionales. Se debe testar la 
IHQ para HER2 utilizando secciones de la misma muestra de tejido utilizada para 
determinar el ISH y revisar en conjunto las laminillas de IHQ e ISH para guiar la selección 
de las áreas en las que se determina el ISH: 

- Si el resultado de la IHQ es 3+ se considera un resultado HER2 positivo.  
- Si el resultado es IHQ 2+, se recomienda que otro observador determine el ISH. 

Si la relación HER2/CEP17 es < de 2.0 con  4.0 y < 6.0 señales HER2/célula, el diagnóstico 
es HER2 negativo con un comentario en el informe de AP. Si hay cambios en la 
categorización del ISH por el segundo observador, los resultados se decidirán según los 
procedimientos internos del laboratorio para definir la categoría final. 

- Si el resultado de la IHQ es 0 o 1+, el diagnóstico final se considera HER2 
negativo con un comentario en el informe de AP. El comentario recomendado por el 

panel de expertos es: “No está claro si las pacientes con una media de  4.0 y < 6.0 
señales HER2 por célula y un cociente HER2/CEP17 < 2.0 se benefician de la terapia 
dirigida a HER2 en ausencia de sobreexpresión proteica (IHC 3+). Si el resultado de la 
prueba de la muestra se aproxima al umbral del cociente ISH para un resultado positivo, 
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existe una mayor probabilidad de que la repetición de la prueba produzca resultados 
diferentes por mera casualidad. Por lo tanto, cuando los resultados de IHC no son 3+ 
positivos, se recomienda que la muestra se considere HER2 negativa sin pruebas 
adicionales en la misma muestra”.43 
 
Grupo 5: Ratio HER2/CEP17 de doble sonda de < 2.0 con un número medio de copias 
HER2 < 4.0. Se considera un resultado de ISH negativo.  
 
El resultado de HER2 se considera negativo: 
Si la IHQ es 1+, considerada por la tinción incompleta de la membrana que es 
débil/apenas perceptible en > 10% de las células tumorales. 
Si la IHQ es 0, si no se observa tinción o la tinción de la membrana es incompleta y 
débil/apenas perceptible en ≤ 10% de las células tumorales. 
 

1.4.2. Métodos experimentales 

 1.4.2.1. PCR 
Un estudio realizado con 224 muestras pareadas de tejido y plasma en pacientes con 
CM estadio III/IV evaluó la sensibilidad y especificidad de un test de amplificación de 
HER2 en biopsia líquida mediante PCR digital (dPCR). La sensibilidad entre la dPCR en 
plasma y la IHQ/ISH en muestras de tejido fue del 43,75%, la especificidad del 84,38% y 
la concordancia global fue del 66,96%. En las pacientes con CMM, la especificidad bajo 
al 67,86%. Se atribuyó, en parte, a la heterogeneidad inter e intratumoral, ya que había 
pacientes en las que la amplificación de HER2 era negativa en tejido y positiva en biopsia 
líquida. Además, la representación de muestras pareadas en pacientes con estadio IV 
era significativamente menor que en el estadio III. Los resultados de este estudio 
sugieren que en las pacientes metastásicas con pérdida de expresión de HER2 en 
biopsias de tejido a la progresión de un tratamiento, la biopsia líquida podría ayudar a 
captar la heterogeneidad de expresión en distintas localizaciones y así guiar en la 
estrategia terapéutica más adecuada para cada paciente.44 
Otro estudio integró la determinación de ARN de vesículas extracelulares (EV-RNA) y 
ADN libre circulante (cfDNA) para validar la positividad de HER2 en muestras de plasma 
de pacientes con CM, tanto HER2 positivo como negativo, utilizando secuenciación de 
nueva generación (NGS) y PCR digital en gotas (ddPCR). La combinación de ambas 
técnicas mejoró la sensibilidad en la detección de HER2 en plasma, alcanzando niveles 
comparables a los obtenidos en muestras de tejido pareadas de las mismas pacientes. 
Asimismo, mediante citometría de flujo, se logró detectar la presencia de la proteína 
HER2 en vesículas extracelulares de muestras consideradas HER2 positivas, apoyando la 
doble determinación de ARN y ADN en biopsia líquida para evaluar el estatus de HER2.45 
 

 1.4.2.2. Técnicas convencionales sobre células circulantes tumorales (CTC) 
Un estudio con 21 pacientes con CM en estadios localizados y metastásicos comparó la 
determinación del estatus de HER2 mediante las técnicas convencionales de IHQ e ISH 
en tejido y células circulantes tumorales (CTC). El análisis de las CTC mostró una 
concordancia del 100% en la sobreexpresión de HER2 en las 6 pacientes cuyas biopsias 
tumorales eran HER2 positivas. Además, identificó que 4 pacientes presentaban 
amplificación de HER2 por análisis de CTC pero no en la biopsia de tejido.46 Otro estudio 
de 30 pacientes con CMM, se compararon dos plataformas para la detección y 
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aislamiento de CTC. Una de las plataformas aisló las CTCs con mayor eficiencia y alcanzó 
una concordancia del 93.3% en el resultado de HER2 con respecto a las muestras 
pareadas de tejido. Asimismo, el aumento en CTCs después de 12 semanas de 
tratamiento anti-HER2 se correlacionó con un empeoramiento de la supervivencia de 
las pacientes, mientras que una disminución de la proporción de CTCs HER2 positivas se 
relacionó con la respuesta a tratamiento.47  
 

 1.4.2.3. Inmunofluorescencia cuantitativa 
En un estudio con biopsias líquidas de 457 pacientes con CMM en progresión y 25 
donantes sanos usados como controles, se analizó la amplificación de HER2 tanto en 
CTCs como en ctDNA. Se utilizó una plataforma de inmunofluorescencia cuantitativa 
para evaluar la expresión de la proteína HER2 en CTCs, la amplificación de ERBB2 en ADN 
de CTCs y las alteraciones en ctDNA en plasma. Se encontraron CTCs en el 98% de las 
muestras de pacientes, se pudo analizar el ADN de CTCs en el 58% y se detectaron 
alteraciones en ctDNA en el 42%, no hubo alteraciones en los controles. La detección de 
la amplificación de ERBB2 en ADN fue más sensible en las CTCs que en ctDNA. 
Combinando los datos de las 3 plataformas, el 16% de las muestras presentaban 
amplificación de ERBB2, el 52% presentaban sobreexpresión de HER2 y el 27% eran 
HER2 negativas.48  
 

1.4.2.4. Espectrometría de masas 
La espectrometría de masas (MS) se ha utilizado para cuantificar los niveles absolutos 
de la proteína HER2 en muestras de tejido de CM. Un estudio correlacionó los resultados 
de MS con las técnicas validadas de IHQ e ISH en muestras de parafina clasificadas como 
positivas, negativas o equívocas. La tasa de correlación fue del 94% con un punto de 
corte de niveles de proteína de 740 amol/μg. Además, se observó que las pacientes con 
niveles más altos de expresión de HER2 por MS (> 2200 amol/μg) tenían mayor 
probabilidad de beneficiarse de las terapias anti-HER2, como trastuzumab, alcanzando 
una mayor supervivencia en comparación con aquellas con niveles más bajos. Sin 
embargo, una limitación de este estudio es que estos hallazgos no fueron validados en 
una cohorte independiente.49 
Un estudio más reciente empleó la MS con un método específico denominado 
enriquecimiento por inmunoafinidad acoplado a espectrometría de masas con 
monitorización de reacciones múltiples (inmuno-MRM-MS) para cuantificar HER2 en 
muestras de tejido de CM, tanto de biopsias en parafina como congeladas. Esta técnica 
demostró una alta precisión en la cuantificación de los niveles de proteína tanto para 
muestras de parafina como congeladas con una fuerte correlación con los resultados de 
IHQ e ISH. Adicionalmente, la inmuno-MRM-MS fue capaz de determinar HER2 por 
encima del límite inferior de cuantificación en todos los tumores analizados, lo que 
sugiere su eficacia en la evaluación de la expresión de la proteína incluso a niveles 
bajos.50 
Estos estudios destacan el potencial de la MS para una cuantificación más precisa de 
HER2 que pudiera ayudar a una mejor selección de las pacientes para terapias anti-
HER2. Sin embargo, presenta la limitación de requerir una mayor validación y 
optimización para garantizar la consistencia y fiabilidad en diferentes entornos de 
laboratorio que permitiera su estandarización 
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 1.4.2.5. NGS 
Las técnicas de NGS tanto en tejido como en plasma están actualmente en validación 
para determinar la positividad de HER2. Hay diversos estudios que contribuyen a valorar 
su potencial aportación. 
Un estudio comparó la determinación del estatus de HER2 a partir del número de copias 
del gen ERBB2 por NGS con los métodos estándar en 90 muestras de tejido de CM y 19 
de otros tumores. Se evaluaron 160 genes asociados al cáncer, encontrando una 
concordancia del 98.4% en la positividad de HER2 en CM con IHQ/ISH, utilizando un 
umbral de 3.2 copias de ERBB2 por NGS. Sin embargo, no se logró establecer esta 
correlación para otros tipos de tumores, sugiriendo la diferencia de comportamiento de 
HER2 según la localización del tumor primario.51  
En otro estudio, se evaluó la positividad de HER2 mediante NGS en muestras de parafina 
de 213 pacientes con CM y 39 con cáncer gastroesofágico, analizando 410 genes. Para 
determinar el estado de ERBB2, se utilizó una plataforma informática personalizada que 
comparó los resultados de NGS con los obtenidos por IHQ/ISH, alcanzando una alta 
concordancia del 98.4%.52 
La plataforma de biopsia líquida Guardant360 validó la determinación de la 
amplificación de ERBB2 utilizando líneas celulares bien caracterizadas, incluyendo 
algunas de CM. Se extrajo ADN libre circulante (cfDNA) de los medios de cultivo de estas 
líneas celulares y se secuenció con resultados que mostraron excelente correlación y 
precisión en la valoración del número de copias de ERBB2 sin falsos positivos. Dado que 
el cfDNA proviene principalmente de leucocitos y en menor medida de procedencia 
tumoral, una leve elevación de número de copias en plasma puede reflejar una mucho 
mayor elevación en el tumor. Se consideró por tanto que para el panel de Guardant360 
un número de copias >2.2 en plasma podría ser clínicamente significativo suponiendo 
amplificación del gen.53  
Otro estudio valoró la correlación entre la sobreexpresión de HER2 determinada 
IHQ/ISH con la ganancia en número de copias de ERBB2 valorada por NGS en tejido y 
plasma. Para definir el valor predictivo positivo (VPP) de NGS comparada con la IHQ/ISH, 
se analizaron retrospectivamente muestras de 176 pacientes con distintos tipos 
tumorales incluyendo CM. Se habían obtenido previamente resultados de algún test 
comercial de NGS realizado en tejido (FoundationOne o TempusX) o plasma 
(Guardant360), en los que se informaba de ganancia de número de copias de ERBB2. 
Para las muestras de CM, el VPP para determinar la positividad de HER2 comparado con 
las técnicas convencionales alcanzó hasta el 97% para tejido. En muestras de plasma, 
que no estaban pareadas en el tiempo en todos los casos con un rango de variación de 
0 a 25 meses, bajó al 93%. Para el resto de los tumores, el VPP fue menor, del 76% para 
tejido y 44% para plasma. Dado que se partía de muestras de NGS en las que se había 
informado de una ganancia en número de copias, no se pudo calcular la sensibilidad o 
el valor predictivo negativo de esta técnica frente a la convencional.54 
En un estudio retrospectivo se compararon las alteraciones genómicas en ADN tumoral 
circulante (ctDNA) y ADN tumoral (tDNA) de 100 pacientes con CM localmente avanzado 
o metastásico de las que se disponía de esta información procedente de distintos tests 
comerciales de secuenciación tumoral. Específicamente se comparó la incidencia de 
mutaciones y cambios en número de copias que se hubieran analizado por ambos 
métodos en cada paciente. Se determinó la correlación con las 4 alteraciones genómicas 
más frecuentes, la mutación de TP53 y de PIK3CA, así como las amplificaciones de ERBB2 
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y EGFR en 23 pacientes que presentaban alguna de estas alteraciones. En 7 pacientes, 
un 13% de la población del estudio, se identificó una amplificación de ctDNA que se 
confirmó en tejido por IHQ/ISH con una alta concordancia (Cohen's Kappa 0.77, p=0.01) 

entre ambos métodos de detección. Se consideró que un número de copias de ERBB2  
2.2 en ctDNA era clínicamente significativo. Las mutaciones de PIK3CA, a menudo 
detectadas junto con la amplificación de HER2, se relacionaron con una menor SLP en 
estas pacientes. Una limitación del estudio, además de ser retrospectivo y el número 
limitado de pacientes HER2 positivas incluidas, es que las muestras de tejido y plasma 
no se extrajeron al mismo tiempo y por tanto los resultados obtenidos no eran 
contemporáneos de muestras pareadas.55  
En otra cohorte retrospectiva de 91 pacientes con CM avanzado, se valoró el uso 
combinado del análisis de CTCs y ctDNA mediante Guardant360 para predecir 
pronóstico. De las pacientes incluidas, 25 eran HER2 positivas. El estudio identificó 32 
alteraciones en ERBB2 incluyendo mutaciones y amplificaciones. De las 12 pacientes con 
amplificaciones detectadas por ctDNA, 2 pacientes cuya enfermedad había sido 
considerada HER2 negativa, fueron tratadas como HER2 positivas con beneficio clínico. 
Las limitaciones de este estudio para la población de pacientes HER2 positivas son 
comparables a las del estudio previo por ser retrospectivo, número limitado de 
pacientes y no disponer de muestras pareadas de tejido y plasma.56 
Un estudio de validación de la utilidad clínica de Guardant360 que incluyó 222 muestras 
de pacientes con CMM encontró un límite de detección del 95% para la determinación 
de alteraciones en el número de copias de HER2 de 2.24 copias. Se estableció una alta 
concordancia con la PCR digital en gotas (ddPCR) con un porcentaje de acuerdo positivo 
(PPA) del 90% y un porcentaje de acuerdo negativo (NPA) del 100% entre las dos 
técnicas. La precisión cuantitativa del número de copias de HER2 fue también muy alta, 
el coeficiente de correlación para las alteraciones de número de copias (CNA) fue de 
0,943.57 
Un estudio fase 1 de zanidatamab, un anticuerpo biparatópico contra HER2, evaluó la 
concordancia entre FISH y Guardant360 para detectar la amplificación de HER2 en tejido 
y plasma en distintos tumores metastásicos HER2 positivos de pacientes incluidos en el 
ensayo. Determinaron HER2 en muestras de tejido por IHQ/FISH conforme a las guías 
ASCO/CAP y también mediante Guardant360 de muestras de plasma recogidas antes del 
inicio de primer ciclo y durante el tratamiento. Se observó una concordancia del 82% en 
las amplificaciones ERBB2 entre las 2 técnicas. Se desarrolló un método exploratorio 
para ajustar la proporción de ADN tumoral en las muestras de Guardant utilizando la 
fracción alélica mutante máxima (maxVAF) como sustituto del contenido tumoral. La 
mayoría de los pacientes mostró una disminución en las copias de HER2 tras el 
tratamiento, correlacionando esta disminución con la respuesta al mismo, 
especialmente en aquellos con mayor reducción en la fracción de ctDNA (maxVAF).58 
 

1.4.2.6. Expresión ARNm 
Otro método utilizado para medir HER2 es mediante la expresión del ARNm de ERBB2. 
El estatus de HER2 se ha estandarizado mediante el score de ERBB2 del test HER2DX 
categorizando tres grupos de expresión, baja, media y alta por puntos de corte 
preestablecidos. Estos tres grupos se han podido correlacionar con variables clínicas 
pronósticas para predecir la respuesta a tratamientos anti-HER2 con impacto en la 
supervivencia de las pacientes, incluso con mayor significación en los análisis 
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multivariados que la determinación clásica por IHQ. En un estudio retrospectivo de 87 
pacientes tratadas con T-DM1, se observó que la tasa de respuesta global aumentaba 
significativamente con mayores niveles de expresión de ERBB2. No hubo respuesta con 
expresión baja, fue del 29% en intermedia y del 56% en alta. Además, se evidenció una 
correlación estadísticamente significativa entre niveles de ARNm de ERBB2 y una mejor 
SLP y SG. Estos hallazgos fueron independientes de los niveles IHQ de HER2, receptor 
hormonal, edad, presencia de metástasis cerebrales y la línea de tratamiento.59 Además, 
el score de HER2DX de ARNm de ERBB2 se ha validado para predecir la positividad de 
HER2 en 3 categorías, positivo (correlación con HER2 positivo por IHQ/ISH), bajo (HER2 
1+ y 2+ con ISH no amplificado) y negativo (IHQ 0). Se utilizaron 1149 muestras de tejido 
HER2 positivas y 120 HER2 negativas y la AUC de la curva ROC de la expresión de ARNm 
de ERBB2 para predecir el estado HER2 POSITIVO fue de 0,98. Solamente un 0.8% de 
casos HER2 negativos fueron clasificados como ERBB2 positivos por HER2DX y un 9.9% 
de casos HER2 positivos como ERBB2 negativos con una sensibilidad del 90.1% y una 
especificidad del 99.2%. Estos resultados se validaron en una cohorte independiente de 
tumores HER2 negativos para discernir entre HER2 bajo y HER 2 negativo con una 
precisión del 65.5%.60  
 

1.4.2.7. Secuenciación de la metilación del ADN del genoma 
Hay un estudio que propone determinar el estatus de HER2 mediante la identificación 
de un grupo de marcadores de metilación del ADN en ctDNA. En primer lugar, se llevó a 
cabo la secuenciación de la metilación del ADN en todo el genoma en muestras de tejido 
(25 HER2 positivas y 35 HER2 negativas por IHQ e ISH) y plasma (32 HER2 positivas y 107 
HER2 negativas) para identificar marcadores de metilación específicos para el estado 
HER2. De 36 marcadores de metilación de ADN específicos del estatus de HER2, 
finalmente escogieron los 7 con mayor correlación en los modelos de regresión logística 
para el modelo de detección de HER2 que estaba pendiente de validación en una 
cohorte prospectiva.61 
De momento, todos estos métodos experimentales en desarrollo para determinar la 
positividad de HER2 no han sido validados en CM como alternativa a las técnicas 
convencionales de IHQ/ISH para decidir sobre el potencial beneficio e indicación para 
las terapias anti-HER2. 
 

1.5. NGS EN BIOPSIA DE TEJIDO 
En los últimos años, la tecnología de NGS sobre muestras de tejido tumoral ha ido 
incrementando la capacidad de análisis de variantes genómicas al mismo tiempo que ha 
ido reduciendo su coste haciéndola más asequible. Actualmente la NGS permite la 
secuenciación masiva en paralelo de millones de moléculas de ADN, con lo que el 
rendimiento de los datos ha aumentado drásticamente. Así, permite secuenciar paneles 
de genes, la secuenciación completa del exoma (WES) y del genoma (WGS). Por tanto, 
mediante NGS es posible detectar diversas alteraciones genómicas que incluyen 
mutaciones puntuales, pequeñas inserciones y deleciones de bases, variaciones en el 
número de copias y reordenamientos estructurales. Los secuenciadores actuales tienen 
capacidad para análisis genómicos con una elevada profundidad de cobertura, que 
corresponde al número de lecturas en una posición determinada. Es posible así detectar 
mutaciones tumorales subclonales o mutaciones en muestras con baja celularidad 
tumoral llegando incluso a detectar mutaciones con una baja fracción alélica.62 
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1.5.1. Identificación de diferencias mutacionales entre cáncer de mama primario y 
metastásico 
El análisis de alteraciones genómicas en el tejido de biopsias de CM primario y de 
lesiones metastásicas de las mismas pacientes, ha permitido valorar las diferencias en 
el perfil mutacional entre ambos estadios de la enfermedad. 
En este contexto, el ensayo AURORA, un estudio académico internacional y 
multicéntrico, analizó biopsias de tumores primarios y metastásicos tomadas antes de 
cualquier tratamiento sistémico de 1157 pacientes utilizando secuenciación selectiva de 
genes (TGS). Se evidenció que las lesiones metastásicas presentaban una mayor carga 
mutacional tumoral (TMB) que las primarias, lo que sugiere una mayor acumulación de 
mutaciones somáticas. Se identificó un enriquecimiento en alteraciones de genes 
drivers en las metastásicas, incluyendo mutaciones en ESR1, PTEN, CDH1, PIK3CA y RB1, 
así como amplificaciones de MDM4 y MYC, y deleciones de ARID1A. Hasta en un 36% 
hubo un cambio de fenotipo, más frecuentemente de luminal A/B en el tumor primario 
a HER2 enriched en las lesiones metastásicas que se asociaba a mutaciones en TP53 y/o 
PIK3CA.63 Además, en el CMM con RH positivo, los mecanismos de resistencia adquirida 
a la terapia endocrina previa se han relacionado con ESR1, mutaciones de la vía MAPK y 
mutaciones de factores de transcripción como, por ejemplo, ARID1A. De hecho, las 
mayores diferencias entre tumor primario y lesión metastásica se encontraron en 
tumores RH positivo/HER2 negativo. En cambio, en el CM triple negativo y HER2 
positivo, no se evidenciaron diferencias genómicas importantes en los contextos 
primario frente al avanzado.64  
 

1.5.2. Selección de pacientes para tratamientos dirigidos 
Una de las principales utilidades del análisis genómico de los tumores mediante NGS es 
la selección de estrategias terapéuticas específicas dirigidas a las alteraciones 
encontradas.  
Para armonizar la notificación e interpretación de datos genómicos clínicos relevantes, 
la Asociación Europea de Oncología Médica (ESMO) ha propuesto la escala para la 
accionabilidad de dianas moleculares (ESCAT). Esta escala clasifica las dianas 
moleculares según la evidencia que respalda su valor terapéutico: 
- Nivel I: Las alteraciones tienen evidencia de que el tratamiento farmacológico asociado 
proporciona un beneficio claro en ensayos clínicos, considerándose tratamiento 
estándar. 
- Nivel II: El tratamiento está relacionado con actividad antitumoral, pero la magnitud 
del beneficio es incierta, considerándose un tratamiento preferente en ensayos clínicos. 
- Nivel III: Se trata de una diana hipotética donde el tratamiento podría mostrar actividad 
basada en datos de estudios en otros tipos de tumor con alteraciones similares; se 
sugiere discutir ensayos clínicos con el paciente. 
- Nivel IV: Hay evidencia preclínica de accionabilidad, pero el tratamiento solo debe 
considerarse en ensayos clínicos iniciales. 
-  Nivel V: El tratamiento de la alteración puede asociarse a respuesta, pero sin beneficios 
clínicos significativos, recomendando evaluar ensayos clínicos con estrategias de 
combinación. 
- Nivel X: Sin evidencia de accionabilidad de la variante, no debe considerarse en la 
decisión terapéutica.  
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Esta escala permite una mejor orientación en la toma de decisiones clínicas basadas en 
datos genómicos.65 
Un ejemplo de la búsqueda de alteraciones genómicas para terapias diana es el 
programa AURORA previamente mencionado. Este estudio utilizó NGS dirigida para 
analizar tejido de tumores primarios y metastásicos antes del tratamiento. 
Adicionalmente se recogieron muestras de sangre al inicio y durante el tratamiento o a 
la progresión de la enfermedad. Se realizaron análisis prospectivos en tiempo real del 
ADN en tejido y plasma, mientras que el análisis de ARN fue retrospectivo. En el 
programa un Consejo Asesor Molecular evaluaba y validaba los resultados de los perfiles 
moleculares. Estos informes se proporcionaron a los facultativos, pudiendo influir en las 
decisiones terapéuticas mediante la identificación de posibles ensayos clínicos para las 
pacientes en función de las alteraciones moleculares específicas encontradas. Se 
encontraron alteraciones susceptibles de terapias dirigidas en un 51% de las pacientes, 
aunque solamente el 7% la recibió. Las limitaciones para acceder a estas terapias 
incluyeron la necesidad de confirmar algunas variantes con tests validados, 
disponibilidad de tratamientos, decisiones del médico tratante y cuestiones de 
accesibilidad y reembolso en los países participantes. Una limitación adicional del 
estudio fue el uso de secuenciación NGS dirigida basada en amplicon, en lugar de la 
secuenciación completa del exoma, que es más común en la actualidad.66 
 

1.5.3. Identificación de predictores de resistencia 
Una utilidad importante de la NGS es el estudio e identificación de alteraciones 
genómicas que permitan predecir la resistencia a terapias dirigidas. De este modo es 
posible identificar a las pacientes que no tendrán beneficio para valorar priorizar 
opciones de tratamiento alternativas. 
En este sentido, un estudio analizó 733 muestras de tumores de mama de 664 pacientes 
con CMM HER2 positivo utilizó el panel MSK-IMPACT para realizar NGS. Este panel 
evalúa los exones codificantes de proteínas y regiones intrónicas y reguladoras de entre 
341 y 505 genes asociados al cáncer, permitiendo la identificación de mutaciones 
somáticas, alteraciones en el número de copias y reordenamientos estructurales. Se 
correlacionaron las alteraciones genómicas con la SLP a terapias anti-HER2. Encontraron 
mutaciones de la vía PI3K/AKT incluyendo PIK3CA (30%), PTEN (2.6%), y AKT1 (0.3%), así 
como mutaciones asociadas a la activación de la vía RAS-MAPK, incluyendo la pérdida 
del RAS-GAP NF1 (8%) y mutaciones activadoras de ERBB2 (7%). Las alteraciones en la 
vía PI3K fueron similares en tumores primarios y metastásicos, mientras que las de 
MAPK se encontraron con mayor frecuencia en tumores metastásicos. No se observó 
asociación entre las mutaciones de ambas vías, que tampoco resultaron mutuamente 
excluyentes. Las pacientes con mutaciones somáticas que promovían la activación de la 
vía de señalización MEK/ERK presentaban una menor SLP a terapias anti-HER2. Así 
mutaciones activadoras de ERBB2 o la pérdida de NF1 favorecían resistencia a TKIs como 
tucatinib y neratinib. Los tumores resistentes manifestaron una transición de 
dependencia de señalización a través de AKT a una dependencia de la vía MEK/ERK, 
mediante la activación de CDK2. El tratamiento con inhibidores de MEK/ERK fue capaz 
de revertir la resistencia. Además, en el 20% de las pacientes cuyos tumores no 
presentaron amplificación de ERBB2 por NGS, se observó una peor SLP al tratamiento 
anti-HER2.67 En pacientes tratadas con T-DM1 que presentan mutaciones en genes 
implicados en las vías de PI3K/AKT y MAPK no hubo diferencia en eficacia en 
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comparación con aquellas cuyos tumores no las presentaban. Esta observación podría 
ayudar a priorizar los ADCs frente a otras terapias anti-HER2 como anticuerpos y TKIs, 
en pacientes cuyos tumores presentan alteraciones de estas vías de señalización. 68 
 

1.6. NGS EN BIOPSIA LÍQUIDA 
El concepto de biopsia líquida es amplio, ya que abarca el análisis de ácidos nucleicos 
circulantes (ADN y ARN), células tumorales, vesículas extracelulares y plaquetas 
relacionadas con el tumor que son liberadas por lesiones tumorales primarias o 
metastásicas al torrente sanguíneo u otros fluidos corporales. Así pues, la biopsia líquida 
representa un método sencillo y mínimamente invasivo (basado en la toma de muestras 
de sangre) que proporciona una visión molecular de toda la entidad tumoral. No 
obstante, la biopsia tumoral (tejido) sigue siendo el método estándar para el 
diagnóstico, la clasificación y las decisiones de tratamiento en pacientes con CM. Sin 
embargo, en ocasiones, estas biopsias de tejido no son contemporáneas pudiendo no 
reflejar cambios en el subtipo tumoral después de la progresión a terapias 
antineoplásicas que podrían encontrarse hasta en hasta el 40% de los tumores. De 
hecho, tras el diagnóstico de enfermedad metastásica metacrónica, las pacientes suelen 
someterse a una biopsia de tejido confirmatoria que incluye la reevaluación del estado 
de los receptores hormonales y HER2. Además, el CMM podría mostrar diferencias 
genómicas importantes en comparación con el tumor primario, como se ha evidenciado 
en estudios de secuenciación de CMM con RH positivo.64  
De entre todas las determinaciones posibles en biopsia líquida, la más extendida en la 
actualidad es el análisis genómico del ADN circulante extracelular (cfDNA) y en particular 
del ADN circulante tumoral (ctDNA) que corresponde a la fracción de cfDNA que libera 
el tumor a la sangre. Hay distintas plataformas disponibles que permiten realizar estos 
análisis en pacientes con cáncer avanzado para identificar alteraciones potencialmente 
accionables que pasan de las células tumorales a la circulación. Estas herramientas 
tienen la ventaja de captar un panorama global de la heterogeneidad tumoral. El análisis 
del ctDNA plasmático puede proporcionar información genómica procedente de 
múltiples lesiones de un mismo paciente, pero este nivel más amplio de información 
puede introducir una complejidad añadida en su interpretación.69  
 

1.6.1. Correlación entre biopsia líquida y de tejido tumoral 
Es importante la validación y correlación de la biopsia líquida con la procedente de tejido 
tumoral. Se realizó un estudio que analizó biopsias sincrónicas de tejido y plasma de 28 
pacientes con CMM utilizando el panel MiSeq Amplicon NGS de VHIO para evaluar la 
concordancia de alteraciones genómicas. Se observó concordancia total en el 57% de 
los casos. La concordancia fue del 100% en las 5 pacientes con tumores HER2 positivos 
y en 2 con triple negativo, mientras que solo alcanzó el 43% en tumores con perfil 
luminal. Se encontraron mutaciones potencialmente accionables en el 71% de las 
pacientes, con una concordancia de 78% para PIK3CA, 0% para AKT1, 100% para ERBB2, 
44% para ESR1 y 0% para PTEN. En un 25% hubo falsos negativos en los que no se 
detectaron alteraciones presentes en tejido en plasma, más frecuentemente en 
pacientes cuyos tumores no tenían afectación visceral. En el análisis de ctDNA se 
encontraron 6 mutaciones en ESR1 que no se habían detectado en tejido, sugiriendo el 
conocido mecanismo de resistencia emergente adquirida a tratamiento endocrino.70 
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Un estudio de validación sobre la utilidad clínica de la biopsia líquida para secuenciación 
de ctDNA utilizando el test Guardant360 incluyó 543 pacientes con cáncer de pulmón 
no microcítico con resultados genómicos de muestras de tejido y plasma. También se 
reportó experiencia clínica de 10,593 muestras de diferentes tipos tumorales, 
incluyendo CM. La tecnología de secuenciación digital en plasma permitió la detección 
de variantes con una fracción alélica muy baja, desde el 0.02% al 0.04%. Los límites de 
detección del 95% para alteraciones del número de copias fueron de 2.24 para ERBB2 y 
2.76 para CCND2, con una alta especificidad y VPP >98%. La validación clínica en más de 
750 pacientes mostró alta precisión y especificidad, con un VPP entre 92% y 100%, y una 
tasa de éxito técnico >99.6% para detección de ctDNA. La accionabilidad de los 
resultados fue de 16.7% de pacientes con opciones de tratamiento aprobadas por la FDA 
y un 72% con recomendaciones de tratamiento o ensayo clínico. Respecto a las 
pacientes con CM se incluyeron 222 muestras con una alta tasa de detección de ctDNA 
del 86,8%. La precisión cuantitativa de la determinación de alteraciones genómicas 
entre la secuenciación digital por Guardant360 y la ddPCR de las fracciones de variantes 
alélicas (VAF) y para detectar alteraciones del número de copias (CNA) fue muy alta con 
unos coeficientes de correlación para variaciones de un nucleótido (SNV), indels y CNA 
de 0.994, 0.995 y 0,943, respectivamente. En las muestras de CM HER2 positivo, la 
precisión cuantitativa fue también muy alta alcanzando un coeficiente de correlación 
para las alteraciones de número de copias, (CNA) de 0.943.57 
En un análisis de 21.807 pacientes afectos de más de 50 tipos diferentes de cáncer 
metastásico, incluyendo 3.301 con CM, se caracterizó el panorama mutacional somático 
de 70 genes relacionados con cáncer mediante el análisis de secuenciación profunda de 
cfDNA con Guardant360. Este estudio se centra en la identificación de mutaciones 
conductoras (driver) y en la clonalidad del ctDNA, estimada a partir de la fracción de 
variantes alélicas (VAF) y detección de CNA. La VAF se normalizó según el número de 
copias, especialmente para tumores con mutaciones driver amplificadas, y se aplicaron 
umbrales específicos para evaluar la clonalidad (≥0.9) o subclonalidad (≤0.1) de las 
mutaciones. Se detectaron alteraciones somáticas del ctDNA en el 85% de los pacientes 
con todos los tipos de cáncer, incluido el de mama. La mitad de las alteraciones 
somáticas del ctDNA notificadas tenían una VAF de 0.41, lo que indica una presencia 
significativa de estas alteraciones en la población de pacientes con cáncer metastásico. 
En el CM, las mutaciones de ERBB2 mostraron tendencia a ser mutuamente excluyentes 
con las de PIK3CA. Las mutaciones de resistencia más comúnmente encontradas en el 
CM fueron en ESR1.69 
Otro estudio comparó la selección de tratamiento basado en el genotipado de tumores 
de 252 pacientes con CMM mediante tejido o basado en muestras de plasma. Utilizaron 
una plataforma institucional de 91 genes para el análisis de tejido y Guardant360 con 73 
genes para el análisis del ctDNA. En el análisis de plasma, el 92% de los pacientes 
presentó mutaciones detectables, el 78% tenía mutaciones accionables y el 34% recibió 
tratamiento específico. En contraste, entre las 118 pacientes que se sometieron a 
genotipado tisular, 76% tenían mutaciones detectables, 50% tenían mutaciones 
accionables y 11% recibieron tratamiento específico. En 30 en las que se habían 
realizado análisis en tejido y plasma, de forma simultánea en un 83.3%, se encontraron 
más mutaciones accionables en ctDNA que en tejido. En total, un 40% de estas pacientes 
recibió terapia basada en resultados genómicos, con una mayor proporción de 
tratamiento específico derivado del análisis de biopsia líquida (50%) en comparación con 
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tejido (36.8%). En las pacientes tratadas según resultados de ctDNA se asoció con una 
mejora estadísticamente significativa en la SG (HR 0.41) en un análisis multivariable. La 
concordancia en al menos una mutación entre ambas técnicas fue del 36.7%. Sin 
embargo, hubo escasa representación de pacientes HER2 positivas en la cohorte. Se 
analizaron 22 muestras de plasma, encontrando mutaciones en 19 de ellas, de las cuales 
12 eran accionables. En la cohorte de tejido, se identificaron 10 pacientes HER2 
positivas, pero solo una tenía una mutación accionable. De las 3 pacientes HER2 
negativas que presentaron mutaciones en ERBB2, todas recibieron tratamiento anti-
HER2.71  
 

1.6.2. Selección de pacientes para tratamientos dirigidos 
Una utilidad fundamental del análisis de alteraciones genómicas en plasma es la 
selección de pacientes que se pueden beneficiar de terapias dirigidas a las alteraciones 
específicas encontradas.  
Un estudio sobre resultados genómicos de Guardant360 en plasma de una cohorte de 
481 pacientes incluye 42 pacientes HER2 positivas, de las cuales 13 tenían extracciones 
seriadas de ctDNA. Se analiza la incidencia y espectro genómico de las alteraciones 
accionables detectadas en los genes ESR1, PIK3CA, ERBB2, AKT1, PTEN o BRCA1/2 en el 
análisis de ctDNA seriado. El número total de alteraciones encontradas fue aumentado 
a medida que se hacían determinaciones en las cohortes luminal y triple negativa en 
probable relación con evolución clonal tumoral, mientras que en la HER2 positiva no 
hubo cambios significativos. A pesar de este aumento de alteraciones, la proporción de 
variantes accionables fue siendo menor en las subsecuentes muestras en comparación 
con la basal. En la cohorte de pacientes HER2 positivas las alteraciones accionables, sin 
tener en cuenta la amplificación de ERBB2, descendieron del 38% al 15%. El gen 
accionable más frecuentemente mutado en las primeras muestras de pacientes HER2 
positivas fue PIK3CA en el 21%, ERBB2 sin tener en cuenta amplificaciones en el 7%, ESR1 
en el 5% y BRCA2, AKT1 y PTEN en el 2%.72   
Otro ejemplo lo representa el ensayo multicéntrico fase 2a plasmaMATCH. Se incluyeron 
1051 pacientes con CMM cuyos perfiles mutacionales no habían sido previamente 
testados. En las pacientes cuyos tumores presentaban mutaciones específicas en los 
genes ESR1, HER2, AKT1 y PTEN podían ser incluidas en 4 posibles cohortes con terapias 
específicas contra estas alteraciones. Para la búsqueda de mutaciones, Inicialmente se 
utilizó ddPCR y posteriormente Guardant360. En las pacientes que entraron en las 
cohortes de tratamiento se hizo secuenciación retrospectiva de muestras de tejido 
tumoral. La concordancia entre plasma y tejido fue del 93%. Un 34.5% de las pacientes 
tenían mutaciones seleccionables para alguna de las cohortes y de ellas un 38% fue 
elegible. El estudio demostró que las pacientes con mutaciones en ERBB2 y AKT tratadas 
con neratinib y capivasertib respectivamente, fueron las que obtuvieron un mayor 
beneficio.73 

1.6.3. Dinámica de ctDNA para predicción de respuesta a tratamiento 
Es importante tener también en cuenta que otra utilidad de la biopsia líquida es la 
valoración de la dinámica de los niveles de ctDNA en muestras seriadas de pacientes 
para predecir la respuesta al tratamiento.  
En pacientes con CMM RH positivo/HER2 negativo el estudio de la dinámica del ctDNA 
mediante un panel multigénico como Guardant360 puede identificar pacientes con una 
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respuesta desfavorable del ctDNA que pudieran ser tributarias de un cambio precoz en 
la estrategia de tratamiento.74  
Esta utilidad de la biopsia líquida también se ha valorado en el cáncer metastásico HER2 
positivo para predecir la respuesta al tratamiento con trastuzumab y pertuzumab. Así, 
en un estudio de 58 pacientes incluidos en un ensayo clínico se escogieron mutaciones 
conocidas encontradas en tejido. Posteriormente se detectaban y cuantificaban estas 
mutaciones personalizadas en ctDNA al inicio del tratamiento y después de tres ciclos 
mediante FoundationOne Tracker. Un descenso del ctDNA >90% durante el tratamiento 
se asoció de manera significativa con una mayor supervivencia en comparación con un 
descenso <90% o cualquier aumento de este. Además, el aumento de ctDNA tras el ciclo 
3 precedió a la progresión radiológica en una mediana de 1.3 meses. En pacientes con 
enfermedad estable un descenso >90% de ctDNA se asoció a una supervivencia 
significativamente más prolongada.75 
 

1.6.4. Identificación de predictores de resistencia 
Otra utilidad de la biopsia líquida es la identificación de predictores de resistencia a 
determinados tratamientos. Un ejemplo en CMM HER2 positivo es un estudio para 
investigar mecanismos de resistencia dinámicos a tratamiento con T-DM1. Utilizan NGS 
y dPCR en muestras de tejido y plasma para rastrear las alteraciones moleculares que 
surgen con la presión del tratamiento. Se incluyeron 20 pacientes de las que analizaron 
28 muestras de tejido tumoral y 337 de biopsia líquida. Se valoró la amplificación de 
HER2 tanto por NGS como dPCR encontrando una alta concordancia entre ambas. En las 
muestras de tejido se encontró amplificación de HER2 en el 64% de los tumores 
primarios y 42% de lesiones metastásicas extraídas antes del tratamiento con T-DM1. 
En plasma, se encontró amplificación en el 35% de las muestras previas al tratamiento. 
A la progresión se había reducido al 10%, sugiriendo un mecanismo de selección con 
reducción de las células HER2 positivas con el tratamiento a expensas de un aumento 
de las HER2 negativas. En este estudio, la mediana de SLP no fue significativamente 
diferente en los tumores con amplificación basal de HER2 en plasma frente a los que no 
la presentaban. Además, en pacientes en las cuales de manera precoz se hicieron 
indetectables mutaciones conocidas como p.e. las de PIK3CA y ERBB2, se asoció a 
respuestas más duraderas al tratamiento. De manera contraria, las alteraciones que se 
incrementaron más de 1.5 veces su fracción alélica se correlacionaron con resistencia y 
progresión a T-DM1. Probablemente debido al escaso número de pacientes incluidas, 
no hubo correlación significativa en la SLP con ninguna de las mutaciones y variantes 
genómicas detectadas de inicio ni en tejido ni plasma. Sin embargo, si se encontraron 
tendencias con algunas variantes como PIK3CA pH1047R que aumentó en todas las 
pacientes en la que estaba presente. Con otras variantes como las mutaciones de ERBB2 
ocurría lo contrario y disminuyó con el tratamiento. En el caso de otras variantes como 
TP53, los resultados fueron variables con aumentos y disminuciones en distintas 
pacientes. Así, en este estudio como en el previo, la disminución en la detección de 
variantes conocidas en la biopsia líquida se correlaciona con respuesta al tratamiento y 
el aumento de la fracción alélica y/o aparición de nuevas alteraciones con progresión.76  
 

1.7. TERAPIAS ANTI-HER2: MECANISMOS DE ACCIÓN Y RESISTENCIA 
El receptor HER2 y su vía de señalización se han estudiado como dianas terapéuticas del 
CM siendo el bloqueo de esta vía a cualquiera de sus niveles extra o intracelular 
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objetivos prometedores para inhibir el crecimiento tumoral. La investigación sobre 
agentes dirigidos a HER2 ha sido una de las áreas más productivas de desarrollo de 
fármacos oncológicos (Figura 4).  
En general, los agentes terapéuticos para bloquear selectivamente el receptor HER2 se 
puede clasificar en dos categorías potencialmente superpuestas según su mecanismo 
de acción. La primera incluye fármacos que utilizan la sobreexpresión HER2 para la 
identificación de células tumorales para administrar agentes oncolíticos a estas células 
de manera selectiva. Estos incluyen anticuerpos HER2 y sus derivados como los ADCs. La 
segunda categoría incluye medicamentos que tratan la enfermedad al inhibir a nivel 
intracelular la función de señalización oncogénica de HER2 mediante la utilización de los 
inhibidores de la tirosina quinasa (TKI), (Figura 4). 77 
 

 
 

Figura 4. Esquema representando las terapias anti-HER2. Anticuerpos: trastuzumab, pertuzumab, margetuximab y 
zanidatamab. ADCs (Antibody Drug Conjugates, Conjugados anticuerpo-fármaco): T-DM1: trastuzumab emtansina, T-
DXd: trastuzumab deruxtecan, SYD985: trastuzumab duocarmacina. TKIs (Inhibidores de tirosina quinasa): lapatinib, 
neratinib, tucatinib. Figura creada en https://BioRender.com. 

1.7.1. Anticuerpos Monoclonales 
 

1.7.1.1. Trastuzumab 
Trastuzumab fue el primer anticuerpo monoclonal desarrollado para el tratamiento de 
la enfermedad HER2 positiva, siendo aprobado por la FDA en 1998. Este anticuerpo 
humanizado se diseñó para unirse a la subunidad IV de la porción extracelular del 
receptor HER2.78  
   
 
MECANISMOS DE ACCIÓN 
Los mecanismos de acción que se le atribuyen al trastuzumab pueden ser derivados de 
su efecto tanto a nivel intracelular como extracelular.79 
 
Mecanismos de acción intracelulares:  

-Alteración de la dimerización del receptor: 
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El principal mecanismo de acción atribuido a trastuzumab estaría mediado por la 
alteración de la dimerización del receptor HER2 y de su expresión en la superficie de la 
membrana celular. La actividad oncogénica de HER2 es mediada principalmente por 
homodímeros de HER2 y heterodímeros con HER1, HER3 o HER4, aunque también 
puede formar heterodímeros con otras quinasas, como el receptor del factor de 
crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-1R).80 Mientras que la actividad de los 
heterodímeros puede ser modulada por el ligando, los homodímeros muestran una 
activación constitutiva, ya que no hay ligandos conocidos que se unan al receptor HER2. 
El mecanismo exacto mediante el cual el trastuzumab modifica la señalización a través 
de HER2 no ha podido ser claramente dilucidado. Es aceptado que trastuzumab tiene un 
efecto limitado sobre la heterodimerización de HER2 inducida por ligando. Sin embargo, 
existe controversia sobre el mecanismo de disrupción de la señalización en la homo y 
heterodimerización independiente de ligando. Algunos estudios han mostrado que 
trastuzumab puede interrumpir complejos activados en líneas celulares HER2 positivas, 
mientras que otros no han encontrado tal evidencia.81-83 Estas discrepancias podrían 
explicarse mediante simulaciones de dinámica molecular por modelización informática 
que analizan cómo trastuzumab afecta alostéricamente a los homo y heterodímeros de 
HER2. Se sugiere que trastuzumab actúa como un modulador, provocando cambios 
sutiles en la flexibilidad del dominio quinasa del receptor, funcionando como 
antagonista y agonista, pero sin disrupción completa del complejo. La unión de 
trastuzumab a HER2 induce un efecto alostérico tanto en el dominio TK como en el 
ectodominio. Según este modelo, trastuzumab bloquea la conformación receptora de 
HER2 sin impedir la conformación activadora, lo que imposibilita la completa inhibición 
del heterodímero EGFR-HER2. En el complejo HER2-HER3, donde HER2 actúa como 
receptor debido a la inactivación del dominio quinasa en HER3, la unión de trastuzumab 
hace que el complejo se vuelva inestable al impedir la conformación receptora de 
HER2.84 
 

-Bloqueo de la escisión del dominio extracelular de HER2: 
La eficacia clínica de trastuzumab también se ha relacionado con el bloqueo de la 
escisión del dominio extracelular (DEC) de HER2. Se sabe que los DEC HER2 se pueden 
desprender del receptor mediante proteólisis, a partir de metaloproteinasas de escisión 
de HER2, como la ADAM10 y las metaloproteinasas de matriz, que están sobre 
expresadas en el microambiente tumoral, lo que puede dar lugar a la generación de la 
proteína HER2 truncada en su NH2-terminal, denominada p95HER2.85-87 La p95HER2 se 
observa en el 20-50% de los tumores HER2 positivos, se caracteriza por tener una 
actividad quinasa constitutivamente activa, y su expresión elevada se asocia a peor 
pronóstico.88,89 Trastuzumab, pero no pertuzumab, que reconoce un epítopo distinto, 
es capaz de bloquear la escisión de HER2, probablemente debido al bloqueo  estérico 
del sitio de escisión del receptor.88 Además, en diversos estudios clínicos se ha 
observado  una reducción del dominio extracelular de HER2 en muestras de suero de 
pacientes tratadas con trastuzumab.90,91 
 

-Regulación de la expresión de HER2 en la membrana celular: 
A diferencia de otros miembros de su familia de receptores, HER2 resiste a la 
internalización y la degradación debido a la estabilidad que confiere la formación de 
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complejos de HER2 con Ezrin/NHERF1/PCMA2 en balsas lipídicas que contienen MAL2, 
formando protrusiones de membrana resistentes a la internalización. 92 
A pesar de este mecanismo de acción de trastuzumab, el receptor HER2 se internaliza, 
ya sea de forma aislada o en complejo con trastuzumab. Este proceso es lento y la mayor 
parte del receptor se recicla rápidamente a la superficie celular a menos que esté 
densamente agrupado (reticulado). En condiciones de reticulación, que también se 
observa con HER3 pero no con EGFR (HER1), se favorece la endocitosis y el transporte 
lisosomal del complejo HER2-trastuzumab, lo que reduce la expresión del receptor en la 
membrana celular.93 Sin embargo, existe debate sobre el efecto de trastuzumab en la 
regulación de la expresión de HER2, ya que algunos estudios sugieren una reducción, 
mientras que otros no confirman esta hipótesis.94 Una posible explicación es que 
diferentes niveles de HER2 influyan en estos resultados condicionando la internalización 
y degradación dependiendo de la densidad de HER2 en la superficie celular. Las células 
con alta sobreexpresión de HER2 presentan un reciclaje más eficiente y menor reducción 
de niveles tras el tratamiento con trastuzumab, manteniendo altos niveles de 
anticuerpo en la membrana. Por el contrario, las células con baja expresión de HER2 
experimentan una rápida eliminación del anticuerpo de la membrana y una reducción 
sustancial de los niveles de HER2, con reciclaje indetectable del receptor. 95  
 

-Efectos sobre las vías de señalización del receptor HER2: 
Otro mecanismo de acción atribuido a trastuzumab es su capacidad de atenuar y 
modificar la señalización de HER2. Se ha demostrado que trastuzumab suprime la 
señalización de HER2 en células de CM con amplificación de HER2 al bloquear las 
interacciones de la quinasa Src con HER2, reduciendo así la fosforilación y activación de 
Src-Y416.96 Src es una proteína que aunque no es un receptor en sí mismo, interactúa 
con múltiples receptores TK como EGFR, HER2, MET, PDGFR, IGFR y FGFR, regulando 
procesos como proliferación, supervivencia, adhesión, invasión y migración celular. La 
reducción de la actividad Src se correlaciona con una menor fosforilación en tirosina y 
una mayor unión a la membrana de la fosfatasa PTEN, lo que provoca una rápida 
desfosforilación de AKT. Este mecanismo de trastuzumab está respaldado por estudios 
clínicos que demuestran que los tumores PTEN negativos no responden al trastuzumab, 
aunque no todos ellos han mostrado resultados concordantes.94,97 Aunque todavía es 
discutible, trastuzumab puede inhibir aún más la activación de AKT al impedir la 
fosforilación de HER3 mediada por HER2, eliminando así la unión de la subunidad p85 
de PI3K, el ensamblaje de p85/p110 (p110 es la subunidad catalítica de PI3K) y la 
posterior fosforilación de AKT por PDK1 y mTORC2.94 
Además de la vía PI3K/AKT, el trastuzumab puede inhibir la vía MAPK que está mediada 
por el homodímero HER2 mediante la inactivación del adaptador SHC de la MAPK que 
es reclutado por HER2 para inducir la señalización a través de esta vía. 98 Sin embargo, 
persiste el debate sobre la efectividad de trastuzumab para inhibir significativamente la 
señalización de las vías activadas por HER2 en ciertos casos.  En las células de tumores 
con una alta sobreexpresión de HER2, la activación del dominio TK HER2-HER3 podría 
ser independiente de la inhibición de las interacciones del dominio extracelular del 
receptor. En este caso, por tanto, el bloqueo del dominio extracelular por anticuerpos 
podría no ser capaz de bloquear la señalización.99 No obstante, hay evidencia a favor del 
bloqueo directo de la señalización del receptor HER2 en las células tumorales que lo 
sobreexpresan que deriva en disminución de la proliferación tumoral.79 
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-Detención del ciclo celular: 

Se ha atribuido a trastuzumab el mecanismo de acción de alterar la fisiología celular de 
las células con sobreexpresión de HER2 mediante la detención del ciclo celular en la fase 
G1, impidiendo así la proliferación celular. Así, trastuzumab induce detención del ciclo 
celular en G1 en células HER2 positivas, a través de una rápida desfosforilación de HER2, 
con acumulación de p27Kip1, y la inactivación de los complejos ciclina-CDK2. Esto se 
correlaciona con la disminución de c-Myc, ciclinas D y la disociación de p27Kip1 de los 
complejos CDK4. La sobreexpresión de HER2 parece potenciar la actividad ciclina E-CDK2 
mediante la regulación de proteínas que secuestran p27Kip1, desregulando la transición 
G1/S.100 En este sentido, el estudio TransHERA mostró una interacción significativa entre 
los niveles de expresión de p27 por IHQ y la respuesta al trastuzumab adyuvante. 
Pacientes con baja expresión de p27 (<70% células tumorales p27-positivas) mostraron 
beneficio significativo con trastuzumab (HR 0.44), mientras que en pacientes con alta 
expresión de p27 no se observó beneficio (HR 0.97).101  
Trastuzumab también influye en la regulación del ciclo celular mediante un aumento de 
la expresión de los microRNAs miR-26a y miR-30b, que a su vez disminuyen a la ciclina 
E2.  Sobre todo, el incremento de miR-30b es capaz de inducir la parada del ciclo en G1 
inhibiendo el crecimiento tumoral.102 La sobreexpresión de BAG-1, una chaperona 
frecuentemente encontrada en tumores HER2 positivos, se correlaciona con menor 
supervivencia. La combinación de trastuzumab e inhibidores de BAG-1 en líneas 
celulares con amplificación de HER2 atenuó la síntesis proteica, suprimió las vías ERK y 
AKT, e indujo la detención del ciclo celular en G1/S.103  
 

-Regulación de la apoptosis: 
Las células con sobreexpresión de HER2 presentan adicionalmente desregulación en 
diversos mecanismos relacionados con la apoptosis celular tanto en las vías apoptóticas 
intrínsecas como extrínsecas, principalmente por activación de la vía PI3K/AKT. Así, la 
sobreexpresión de HER2 aumenta las proteínas antiapoptóticas Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1. 
Adicionalmente, suprime la apoptosis mediada por p53 mediante el incremento de 
MDM2 por activación de AKT. Además, incrementa la expresión de survivina que 
conduce a la inhibición de la activación de caspasas y supresión de la respuesta a 
ligandos de muerte, especialmente TRAIL.104 Trastuzumab además reduce los niveles de 
proteínas antiapoptóticas como Mcl-1.105  
La sobreexpresión de HER2 activa mecanismos de reparación del ADN en respuesta a 
agentes quimioterapéuticos como cisplatino y etopósido. La combinación de 
trastuzumab con estos agentes, o con radioterapia, inhibe la reparación del ADN, 
favoreciendo la apoptosis.106,107 Es bien conocida la interacción existente entre la vía de 
los estrógenos y la de HER2, habiéndose demostrado una sinergia en el bloqueo 
simultáneo de ambas vías con antiestrógenos y trastuzumab. Esta estrategia induce la 
apoptosis en modelos de CM tanto con sobreexpresión de HER2 como en ausencia de 
esta.108 
 
Mecanismos de acción extracelulares:  

-Efecto sobre microambiente tumoral: 
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Trastuzumab también tiene efecto sobre el microambiente tumoral. La sobreexpresión 
de HER2 induce la liberación de neuregulina 1 (NRG1), factor inducible de hipoxia 1  (HIF-
1) y de factor de crecimiento dependiente de endotelio vascular (VEGF) que produce 
neovasos en el ambiente tumoral para favorecer la llegada de oxígeno y nutrientes al 
tumor. Sin embargo, la liberación de VEGF favorece la formación de una red vascular 
caótica que puede resultar en una selección de fenotipos celulares más agresivos y 
resistentes a tratamiento citotóxico. Mediante la supresión de la liberación de VEGF, 
trastuzumab mejora la perfusión.109 Además puede bloquear otros mediadores de 

angiogénesis como Ang-1, PAI-1, y TGF-. 110 
 

-Efectos sobre la respuesta inmune innata: 
Además de los mecanismos de acción previamente descritos, trastuzumab tiene efectos 
sobre la respuesta inmune innata y adaptativa que le confieren su estructura de 

anticuerpo monoclonal humanizado. La fracción constante (Fc) con su región Fc 

permite su unión a distintos receptores Fc (FcRs) característicos de linfocitos B y T, 
natural killer (NK), células dendríticas, macrófagos y neutrófilos. El efecto de 
trastuzumab sobre estos receptores puede dar lugar a múltiples potenciales efectos 
inmunes con relevancia clínica incluyendo la ADCC y la citotoxicidad mediada por 
complemento.111  
La ADCC es un mecanismo de acción fundamental de trastuzumab. En la ADCC, el 
anticuerpo se une a las células tumorales y luego es captado por las células inmunes 
efectoras a través de sus receptores para IgG que produce una liberación dirigida de 
gránulos líticos o una inducción de la apoptosis mediada por receptores de muerte a 
través de la expresión del ligando Fas o TRAIL.112 La ADCC puede estar mediada por 
neutrófilos, macrófagos, eosinófilos y NK. Se ha observado una mayor infiltración 
tumoral de NKs y macrófagos tras la exposición al tratamiento con trastuzumab.111 
Además, las pacientes con respuesta patológica completa tras la neoadyuvancia con 
paclitaxel y trastuzumab muestran una mayor activación de las células NK en la sangre 
periférica.113 
Entre los receptores de Fc de IgG, los FcγR, se componen de tres clases distintas: FcγRI, 
FcγRII y FcγRIII, que pueden dividirse a su vez en FcγRIIa y FcγRIIb y FcγRIIIa y FcγRIIIb. El 
FcγRI muestra una gran afinidad por la IgG monomérica. En cambio, FcγRII y FcγRIII 
muestran afinidad menor, requiriendo complejos inmunes multiméricos. Algunas 
isoformas no desencadenan citotoxicidad, como FcγRIIIb, o inician señales inhibitorias, 
como FcγRIIb. Sin embargo, FcγRIIa y FcγRIIIa son FcγR activadores. Aunque la mayoría 
de las células inmunitarias coexpresan FcγR activadores e inhibidores, las células NK son 
únicas en el sentido de que expresan constitutivamente sólo el receptor activador de 

baja afinidad FcγRIIIa.114 Respecto a la afinidad de trastuzumab por los FcRs, podría 
tener especial interés el conocimiento de distintos polimorfismos de estos receptores, 
ya que pueden influir en la respuesta inmune asociada a la ADCC. Se sabe que el 
polimorfismo genómico correspondiente a la expresión del fenotipo de valina (V) o 
fenilalanina (F) en el aminoácido 158 del FcγRIIIa influye enormemente en la afinidad de 
la IgG1 por el receptor Fcγ. Así, las células efectoras inmunitarias con el alelo FcγRIIIa V 
tendrían mayor afinidad mediando la ADCC de variantes de IgG1 anti-HER2 mejor que 
las células que portan el alelo F que sería de baja afinidad.115,116 También se ha 
demostrado que el FcγRIIb inhibidor desempeña un papel en la acción del trastuzumab 
disminuyendo la ADCC.117 La relevancia clínica de estos hallazgos ha mostrado 
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resultados diferentes en el ámbito de pacientes con CM HER2 positivo. Estudios en 
pacientes con CMM HER2 positivo tratadas con trastuzumab y taxanos mostraron 
correlación entre polimorfismos FcγR y la respuesta al tratamiento. El genotipo FcγRIIIa-
158 V/V se asoció con mejor tasa de respuesta objetiva (ORR) y SLP, al igual que el 
genotipo FcγRIIa-131 H/H. La combinación de ambos genotipos favorables se asoció 
independientemente con mejor ORR y SLP. Análisis de ADCC mostraron mayor 
citotoxicidad mediada por trastuzumab en PBMC con genotipos V/V y/o H/H, sugiriendo 
un rol importante de la ADCC mediada por FcγR en la eficacia clínica de trastuzumab.118. 
Otro estudio también valoró distintos polimorfismos asociados a FcγR en pacientes 
tratadas con quimioterapia y trastuzumab en el ámbito neoadyuvante y metastásico 
encontrando asociación del polimorfismo FcγR2A-131 H/H con incremento de la 
respuesta patológica completa y de la respuesta objetiva a trastuzumab en el CMM. Sin 
embargo, el genotipo FcγR3A-158 V/V no se correlacionó con la respuesta patológica, 
pero mostró una tendencia a correlacionarse con la respuesta objetiva.119 A diferencia 
de los estudios anteriores, no se encontró una correlación entre los distintos 
polimorfismos considerados de alta y baja afinidad del FcγR y la SLP en una cohorte de 
pacientes con CM precoz HER2 positivo tratadas con trastuzumab.120 Esta hipótesis de 
la dependencia de la ADCC con la afinidad de trastuzumab por distintos polimorfismos 
de FcγR dio lugar al diseño y desarrollo clínico de margetuximab. Es un anticuerpo anti-
HER2 que comparte la secuencia de su porción variable con trastuzumab, pero que ha 
sido modificado para optimizar la afinidad de la fracción constante buscando una mayor 
eficacia mediante la optimización de la ADCC.121 
Recientemente se ha propuesto la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos 
(ADCP) por parte de los macrófagos como posible mecanismo de acción de trastuzumab. 
La mayor infiltración de macrófagos en el tumor se asocia a mayor eficacia de 
trastuzumab, mientras que su eliminación reduce la eficacia antitumoral. Trastuzumab 
activa la ADCP a través de FcγRIII.122 Además, la inhibición de CD47, que es un punto de 
control inmunitario innato de la ADCP, la potencia dando lugar a macrófagos 
hiperfagocíticos con una mejoría  de las respuestas antitumorales.123 Así, la combinación 
de magrolimab, un inhibidor de CD47 con trastuzumab, eliminó células tumorales HER2 
positivas con mayor eficacia, incluso en aquellas que eran resistentes a la ADCC mediada 
por NKs. Existe otro proceso diferente a la ADCP, la trogocitosis, mediante el cual los 
macrófagos y otras células inmunes pueden dar muerte mediante una especie de 
mordisqueo e ingesta de material a células opsonizadas, es decir, marcadas por 
opsoninas para favorecer su reconocimiento y destrucción.124 Este fenómeno se ha 
evidenciado asociado a trastuzumab, en células tumorales de CM con sobreexpresión 
de HER2 opsonizadas. 125 Así, se ha observado trogocitosis, donde macrófagos ingieren 
material de células opsonizadas con trastuzumab, transfiriendo HER2 a monocitos y 
células NK. Esta trogocitosis aumenta la expresión de CD107a en las células inmunes y 
se asocia a mayor probabilidad de respuesta completa patológica en pacientes con CM 
tratadas con trastuzumab.126 
Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal IgG1 y, como tal, puede activar la vía clásica 
del complemento, lo que conduce a la generación local de mediadores inflamatorios que 
inducen la fagocitosis celular mediada por el complemento y la citotoxicidad 
dependiente del complemento (CDC) mediada por el complejo de ataque de membrana. 
Se ha sugerido que este mecanismo de acción es más relevante en el doble bloqueo con 
la combinación con pertuzumab.127 
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-Efectos sobre la respuesta inmune adquirida: 

Además de los efectos descritos sobre la inmunidad innata, a trastuzumab también se 
le atribuyen mecanismos de acción mediados por la inmunidad adquirida, tanto a 
través de linfocitos T como B. En un estudio con 27 pacientes tratadas con 
trastuzumab y quimioterapia, se observó un aumento estadísticamente significativo en 
las respuestas humorales anti HER2 con anticuerpos Igλ endógenos durante el 
tratamiento del 56% comparado con 29% antes del tratamiento. Asimismo, se 
detectaron respuestas de células T CD4 específicas de HER2. Las respuestas humorales 
se correlacionaron con las respuestas objetivas al tratamiento.128 En el ensayo NCCTG 
N9831, se analizó la generación de anticuerpos anti-HER2 en pacientes tratadas con 
diferentes regímenes de trastuzumab y quimioterapia o quimioterapia sola. Antes del 
tratamiento, los niveles de IgG anti-HER2 fueron similares en todos los grupos. Sin 
embargo, tras el tratamiento, los niveles aumentaron significativamente solo en los 
grupos que recibieron trastuzumab, correlacionándose con una mejor supervivencia 
libre de enfermedad (HR = 0.23; p = 0.04).129 Se han obtenido resultados similares en 
otro estudio con pacientes tanto en contextos adyuvante como metastásico. Se 
confirmó la asociación entre el aumento de anticuerpos anti-HER2 tras tratamiento 
con quimioterapia y trastuzumab y una mejor SLP y SG. Además, este aumento se 
correlacionó con incrementos en anticuerpos contra CEA, IGFBP2 y p53, sugiriendo una 
respuesta inmune más amplia. Paradójicamente, pacientes con alta inmunidad 
preexistente contra HER2 mostraron peor pronóstico.130 Este efecto vacunal de 
trastuzumab podría deberse a la presentación cruzada de HER2 unido a trastuzumab 
por células presentadoras de antígenos, o a la presentación directa vía complejo mayor 
de histocompatibilidad (CMH) de clase I. Estudios con vacunas peptídicas de HER2 
como la que presenta el epítopo E75 sugieren sinergia con trastuzumab. Posiblemente 
se deba a que trastuzumab facilita la captación de HER2 por células dendríticas 
mediada por FcR, incrementando la presentación cruzada del epítopo E75 y la 
expansión de células T citotóxicas específicas. Este mecanismo conecta la inmunidad 
innata y adaptativa, facilitando la activación de células T en presencia de la vacuna.131 
Además, trastuzumab es capaz de activar las células T CD8+ mediante el aumento de 
los niveles del péptido HER2 unido al CMH de clase I en la superficie celular a través del 
aumento de la endocitosis y la degradación del proteasoma. 132  
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
A pesar de los múltiples y variados mecanismos de acción atribuidos a trastuzumab, la 
mayoría de las pacientes presentan resistencia primaria o adaptativa al mismo, sobre 
todo en el ámbito metastásico cuyos mecanismos también pueden ser diferentes. 
 

-Resistencia por hipoxia o mimetismo vascular (MV) (vascular mimicri): 
Se ha demostrado que la alteración de la angiogénesis está implicada en la resistencia 
adquirida a trastuzumab. El mimetismo vascular es una estrategia identificada 
recientemente en la que las células tumorales pasan de un fenotipo epitelial a un 
fenotipo más vascular, lo que permite generar una red de canales capaz de transportar 
sangre y células tumorales. A diferencia de la angiogénesis, el MV es realizado por las 
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propias células cancerosas, favoreciendo la metástasis, la resistencia a terapias 
antiangiogénicas, y asociándose a un fenotipo más maligno en cánceres de mama triple 
negativos y HER2 positivos. Factores como la hipoxia, TGFβ, TWIST1, EPHA2, VEGF, 
metaloproteinasas de matriz, y otros del microambiente tumoral, inducen la 
transformación a un fenotipo mesenquimal con alta expresión de marcadores de células 
madre.133 Además, este fenotipo se caracteriza por la formación de tubos en Matrigel y 
la expresión de antígenos de células endoteliales como PAS, pero sin expresión de CD31. 
Factores angiogénicos como EGF, FGF2, IGF1 o VEGF favorecen el MV. En CM HER2 
positivo, se observó un aumento significativo de canales de MV en tumores de pacientes 
tratadas con trastuzumab neoadyuvante. La salinomicina, inhibidor de células madre de 
CM, suprimió el MV en líneas celulares resistentes a trastuzumab al alterar la integridad 
del citoesqueleto de actina.134,135  
 

-El papel de las Breast Cancer Stem Cells, Celulas Madre de Cáncer de Mama 
(CMCM), en la resistencia a trastuzumab: 
La teoría de las CMCM células iniciadoras de cáncer de mama sugiere que el cáncer de 
mama podría derivar de una única célula con propiedades de célula madre. Estas CMCM 
han sido descritas como CD24 negativas o bajo y CD44 positivas (CD24-/bajo CD44+). 
Este fenotipo también puede surgir de la transformación epitelio mesénquima (TEM) 
inducida por linfocitos T CD8+, lo que se asocia a mayor agresividad y resistencia a 
tratamientos.136 La adquisición de estas propiedades se ha atribuido a la activación de 
vías alternativas, como las vías Wnt, Notch, SHH, PI3K, Hippo o NF-κB. Estas vías regulan 
mecanismos de detoxificación, aumentan el metabolismo celular, inducen resistencia a 
la apoptosis, autofagia y senescencia, promueven la sobreexpresión de transportadores 
de fármacos y activan factores de transcripción específicos de células madre.137 
Hay evidencia preclínica que sugiere que las CMCM en tumores HER2 positivos 
presentan mayores niveles de HER2, regulados por la vía Notch1. Trastuzumab inhibe 
esta vía en estas CMCM disminuyendo su tumorogenicidad.138 Sin embargo, las CMCM 
también contribuyen a la resistencia a trastuzumab. Estudios con esferoides celulares 
muestran que un ambiente de hipoxia y autofagia modula la respuesta a trastuzumab, 
induciendo resistencia en células tumorales mediante aumento de CMCM y de la 
expresión de HER2. En cambio, disminuye las CMCM en células con baja expresión de 
HER2.139,140 Otras vías de señalización relacionada con CMCM y resistencia a 
trastuzumab incluyen EPHA5. La disminución de EPHA5 se asocia a resistencia y mal 
pronóstico, incrementando el fenotipo de CMCM, así como la activación de Notch1 y 
PTEN/AKT. La deficiencia de EPHA5 promueve la progresión tumoral en modelos 
murinos sensibles a trastuzumab.141  
La ciclina dependiente de quinasa 12 (CDK12) cuyo gen CDK12 está situado en el 
cromosoma 17 aproximadamente a 200 kb proximal al oncogén HER2 (ERBB2), con 
frecuencia está coamplificado en los cánceres de mama. 142 Niveles altos de CDK12 y 
HER2 se correlacionan con resistencia a trastuzumab, recidiva y peor supervivencia. 143 
CDK12 promueve la proliferación de CMCM y la resistencia a trastuzumab activando las 
vías Wnt y PI3K-AKT. Dinaciclib, un inhibidor de CDK12, muestra actividad antitumoral 
en células resistentes a trastuzumab. 144  

La activación de la vía Wnt aumenta la expresión de -catenina y EGFR induciendo a las 
células tumorales propiedades de CMCM mediante la transformación epitelio 
mesénquima que se traduce en resistencia a trastuzumab.145 



 
 

 43 

La amplificación de HER2 induce la secreción de IL-6 e IL-8, activando la vía autocrina 
JAK1-Stat3, crucial para la tumorogénesis mediada por HER2. La activación de Stat3 
promueve el crecimiento y la supervivencia celular.146 La vía IL6/JAK2/Stat3 se encuentra 
activada en las células con propiedades CD44+/ CD24-, confiriendo peor pronóstico. La 
inhibición de JAK2 redujo las células CD44+/ CD24- y el crecimiento de los 
xenografts.147,148 
La activación de la telomerasa en CMCM de tumores HER2 positivos contribuye a 
fenotipos más agresivos y resistencia a trastuzumab. La inhibición de la telomerasa con 
imetelstat reduce la población de CMCM y muestra sinergia con trastuzumab.149 
Las células del microambiente tumoral como las células endoteliales, fibroblastos, 
células inmunitarias o células mesenquimales con propiedades de célula madre 
pluripotencial (Mesenqymal Stem Cells- MSCs) pueden promover la resistencia a 
trastuzumab. Las MSCs se acumulan en el microambiente tumoral en respuesta a 
reacciones locales inflamatorias y pueden incrementar el potencial metastásico de las 
células tumorales mediante la promoción de la transición epitelio-mesénquima.150 El 
cocultivo poniendo en contacto físico las MSC con las células tumorales HER2 positivas 
activa Src y la vía PI3K/AKT por pérdida de PTEN, confiriendo resistencia a 
trastuzumab.151 
El mejor conocimiento de estos mecanismos de resistencia relacionados con las CMCM 
presentes en cánceres de mama HER2 positivo que confieren resistencia a trastuzumab 
puede contribuir al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que permitan 
superarla.152 
 

-Asociación entre resistencia a trastuzumab y cambios metabólicos: 
La disregulación de las vías metabólicas celulares es otro factor que contribuye a la 
resistencia a trastuzumab. Alteraciones en el metabolismo de la glucosa pueden inducir 
resistencia a trastuzumab. Trastuzumab inhibe la glicolisis disminuyendo el factor de 
choque térmico 1 (heat shock factor-1, HSF-1) y de lactato deshidrogenasa A (LDH-A). Si 
en presencia de trastuzumab HSF-1 y LDH-A se encuentran sobreexpresadas y se 
combina con inhibidores de la glicolisis aumenta la sensibilidad al mismo, sugiriendo la 
resistencia asociada a esta vía metabólica. 153 La sobreexpresión de la proteína t-Darpp 
se asocia también a resistencia a trastuzumab. Estimula el crecimiento celular, inhibe la 
apoptosis, y activa vías alternativas como proteína quinasa A (PKA) y EGFR, además de 
aumentar la glucólisis vía IGF-1R.154 Finalmente, la sobreexpresión de ATP sintasa 
también se asocia a resistencia, siendo reversible con la inhibición de esta enzima con 
oligomicina A combinada con trastuzumab.155  
Las vías de metabolismo de los ácidos grasos también desempeñan un papel importante 
en la oncogenicidad de HER2. La ácido grasa sintetasa (fatty acid synthase, FASN) es 
esencial para la actividad oncogénica de HER2. La inhibición de FASN suprime la 
sobreexpresión de HER2 al disminuir p185 HER2 y la actividad TK. La inhibición de FASN 
suprime la sobreexpresión de HER2 mediante la disminución en la expresión de p185 
HER2 y de la actividad TK de la célula. El bloqueo de FASN aumenta PEA3 que es un 
represor transcripcional de HER2. La inhibición combinada de FASN y HER2 aumenta la 
apoptosis.156 La sobreexpresión de FASN también ha mostrado aumentar  la liberación 
de p95 HER2.157  
Los niveles elevados de la proteína de unión a ácidos grasos 7 (fatty acid-binding protein 
7, FABP7) se han correlacionado con una mayor incidencia de metástasis cerebrales y 
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peor pronóstico. FABP7 promueve la glicolisis y la metastatización en el microambiente 
cerebral a través de la señalización de Src y de factores proangiogénicos.158  
El transportador de membrana de ácidos grasos CD36 es esencial en la supervivencia de 
las células de CM HER2 positivas durante la terapia anti-HER2 y puede contribuir al 
desarrollo de resistencias adquiridas. Los niveles elevados de CD36 se han asociado con 
peor pronóstico en pacientes con CM tratadas en neoadyuvancia con paclitaxel y 
trastuzumab.159,160 
Otra implicación del metabolismo lipídico en la patogénesis de tumores HER2 positivo 
está en relación con las balsas lipídicas. Son microdominios de membrana importantes 
para el tráfico y la señalización que contienen MAL2, una proteína sobreexpresada en 
células de CM HER2 positivo. MAL2 es crítica para la formación de heterodímeros HER2-
EGFR, la señalización mediada por HER2 (incluyendo PI3K/AKT), y la prevención de la 
entrada de calcio. Las células resistentes a trastuzumab muestran una mayor interacción 
MAL2/HER2 en las balsas lipídicas.92 La combinación de trastuzumab e inhibidores de 
FASN podría superar la resistencia mediada por estos mecanismos lipídicos.156 
 

-Resistencia por activación de vías de señalización alternativas: 
La resistencia a trastuzumab puede deberse a la desregulación de las vías mediadas por 
HER2, especialmente PI3K/Akt/mTOR y MAPK, a través de mecanismos que incluyen la 
señalización por otros receptores HER, aumento en la expresión de otros receptores, o 
activación de vías alternativas. 161 
En muestras de tumores de pacientes con CM HER2 positivo con recaída tras 
tratamiento con trastuzumab, se encontraron alteraciones en la vía 
PTEN/PI3K/AKT/mTOR y/o sobreexpresión de IGF-1R en hasta en un 25% de los 
casos).162 Otro estudio mostró que había coexpresión de HER2 y EGFR hasta en un 35% 
de cánceres HER2 positivos y que esta  se asociaba a una peor supervivencia.163 En 
células que coexpresan HER2 y EGFR, la modulación de las interacciones receptor-
receptor y la presencia de EGF afectan el efecto inhibitorio de trastuzumab.164 Así, los 
inhibidores biespecíficos de EGFR/HER2, como PKI166, muestran mayor eficacia que 
agentes monoespecíficos en la inhibición de la proliferación celular en estas células. 165 
Hay otros receptores TK no HER como IGF-1R, que está sobreexpresado en hasta el 50% 
de los cánceres de mama, que también activan PI3K/Akt/mTOR y MAPK, contribuyendo 
a la resistencia a trastuzumab. IGF-1R activa PTEN/PI3K/Akt/mTOR independientemente 
del estatus hormonal, y MAPK/pERK1/2 en receptores hormonales positivos.166 La 
heterodimerización IGF-1R/HER2, estimulada por IGF-1, induce la fosforilación de HER2 
y la activación de señalización, contribuyendo a la resistencia. La inhibición de IGF-1R o 
el bloqueo con anticuerpos específicos interrumpen la heterodimerización y restablecen 
la sensibilidad a trastuzumab.167 Asimismo, la señalización de IGF-1R modula el ciclo 
celular reduciendo el porcentaje de células en fase G1 revirtiendo la disminución de 
ciclina E por trastuzumab impidiendo así su efecto sobre el arresto celular.  La adición 
de IGFBP-3, un inhibidor de IGF-1, restaura el efecto de trastuzumab.80 
El receptor MET y su ligando, factor de crecimiento de hepatocitos, puede inhibir la 
inducción de p27 por trastuzumab y mantener AKT constantemente activado, 
promoviendo así la resistencia.168 
La resistencia a trastuzumab se puede inducir a través de la activación de YES1 que es 
una proteína de la familia de SRC. La amplificación de YES1 en células resistentes a 
trastuzumab y lapatinib, fosforila y activa HER2, induciendo la señalización a través de 
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AKT y MAPK. La eliminación o inhibición de YES1 con dasatinib resensibiliza las células a 
trastuzumab y lapatinib.169 
La sobreexpresión de EphA2, otro receptor TK se correlacionó con un peor pronóstico 
en pacientes con sobreexpresión de HER2. Trastuzumab podría activar EphA2 vía Src, 
amplificando la señalización PI3K/Akt y MAPK en las células resistentes. La inhibición de 
EphA2 restablecía la sensibilidad al tratamiento in vivo. 170  
La coexpresión del receptor de la eritropoyetina (EpoR) con HER2 junto con la exposición 
a eritropoyetina humana recombinante (rHuEPO) reduce la respuesta de células 
tumorales a trastuzumab tanto in vitro como in vivo. La activación de Src mediada por 
Jak2 y la inactivación de PTEN son los mecanismos a través de los cuales rHuEPO 
antagoniza a trastuzumab. La administración simultánea de rHuEPO y trastuzumab se 
correlacionaba con peor pronóstico en pacientes con CM HER2 positivo.171 
La vía de señalización de los receptores catecolaminérgicos y adrenérgicos (β2-AR) 
facilita la resistencia al trastuzumab. La sobreexpresión de HER2 y la fosforilación de ERK 
inducen la liberación de epinefrina, aumentando la expresión de β2-AR. Las 
catecolaminas incrementan la expresión de HER2 y activan STAT3, aumentando miR-21 
y MUC-1 activando la vía PI3K/Akt/mTOR.  La combinación de trastuzumab con el 
betabloqueante propanolol resensibilizó las células tumorales resistentes.172 
El receptor de estrógenos desempeña un papel crucial en la resistencia a trastuzumab 
debido a que es una vía de señalización clave para la supervivencia de células HER2 
positivas que lo expresan. En células RE/HER2 positivas tratadas con trastuzumab hay 
un incremento de los productos de la vía estrogénica con mayor expresión de genes 
como PR, IGF1R, y Cav-1, pudiendo surgir como un mecanismo compensatorio al 
bloqueo de HER2 promoviendo la supervivencia celular a través de Bcl2. La combinación 
de tratamiento endocrino con trastuzumab y/o lapatinib aumentaba las respuestas y 
prevenía la resistencia en modelos animales de experimentación.173 En un estudio en 
cultivos de tumoroesferas con células quiescentes con propiedades de célula madre 
HER2 positivas para estudiar mecanismos de resistencia a trastuzumab, se evidenció que 
estas células mostraban un aumento en la señalización EGFR/HER2 que el trastuzumab 
inhibía de forma incompleta hasta hacerse finalmente resistentes. Se observó como en 
estas células, el receptor estrogénico citoplasmático α (ERα) se elevó notablemente en 
las esferas tumorales y se asoció a una mayor señalización EGFR/HER2. Al tratar estas 
células con tamoxifeno, se revirtió la resistencia a trastuzumab evidenciando la 
interacción entre ambas vías de señalización y la importancia de mantener ambas 
bloqueadas para prevenir la resistencia a trastuzumab.174  
El receptor de quimioquinas CXCR4 implicado en varios procesos celulares que incluyen 
la progresión del ciclo celular y la capacidad de metastatización también puede asociarse 
a resistencia a trastuzumab. La sobreexpresión de CXCR4 en células resistentes a 
trastuzumab promueve la progresión del ciclo celular en fase G2/M. La combinación de 
AMD3100, inhibidor de CXCR4 con trastuzumab y docetaxel revierte la resistencia. 175 
Recientemente se ha descrito el papel de los ligandos endógenos en la resistencia a 
trastuzumab. El tratamiento con EGF induce resistencia activando la vía IRF1-STAT1 
independientemente del interferón. Se produce un aumento en la expresión de genes 
como ISG15, IFI6, HDAC1, GBP2, CXCR4, y CASP8, afectando la respuesta inmune y la 
apoptosis, además de la bioenergética celular a través de la vía NF-κB. La inhibición de 
EGFR podría restaurar la sensibilidad a trastuzumab reduciendo la activación de IRF1-
STAT1.176 
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La disminución en la expresión del gen supresor tumoral ARID1A, se relaciona con la 
resistencia a trastuzumab mediante la activación de la vía PI3K/AKT/mTOR a través de 
la anexina A1 (ANXA1). Mediante la inhibición de AKT con MK2206, se reestableció la 
sensibilidad tanto al inhibidor de mTOR AZD8055 como a trastuzumab de células que 
tenían ARID1A suprimido.177 Sin embargo, estudios posteriores no confirmaron una 
correlación consistente entre la supresión de ARID1A y el aumento de ANXA1 como 
biomarcadores predictivos de resistencia, aunque ANXA1 se asoció con mayor 
mortalidad y riesgo de recaída por CM. 178 
 

-Variantes moleculares de HER2 que contribuyen a la resistencia a trastuzumab: 
La proteína HER2 puede presentar distintas variantes que impiden la capacidad de unión 
a trastuzumab y por tanto contribuir a la generación de resistencias. Una de las más 
frecuentes es p95HER2, también conocida como Fragmento carboxiterminal de HER2, 
se caracteriza por su carencia del dominio extracelular que es imprescindible para la 
unión a trastuzumab. Se genera mediante la liberación del dominio extracelular 
(ADAM10) o por traducción alternativa del ARNm. Su hiperactividad se debe a la 
formación de homodímeros estables unidos por enlaces disulfuro.179 Esta variante 
presente en aproximadamente el 30% de los casos, se asocia a peor pronóstico y menor 
supervivencia en pacientes con CMM HER2 positivo tratadas con trastuzumab.180,181 

Una variante de splicing de HER2, HER216, que carece del exón 16 y codifica una parte 
de la región extracelular puede representar entre el 2 y el 9% del total de HER2, también 

puede contribuir a la resistencia al trastuzumab. HER216 es capaz de inducir 
tumorogénesis incluso en concentraciones diez veces menores a las de la proteína 
completa de HER2 completo, teniendo por tanto un mayor poder oncogénico. Además, 
las células que expresan esta variante tienen baja sensibilidad a trastuzumab, pero 
podrían ser sensibles a TKIs. Forma homodímeros estables reforzados por enlaces 
disulfuro, dificultando la unión de trastuzumab.182 Además de PI3K/AKT y MAPK, 

HER216 activa vías de señalización no convencionales como Src y quinasa de adhesión 
focal (FAK).183,184  Asímismo induce la expresión de marcadores mesenquimales 
confiriendo propiedades de célula madre y favoreciendo la transición epitelio 
mesénquima.184,185 Además, aumenta la heterogeneidad tumoral, afecta el 
microambiente tumoral a través de la matriz extracelular induciendo factores 

inflamatorios e inmunosupresión por la vía Stat3.186 HER216 tiene la capacidad de 
alterar la expresión de microARNs, como miR-7, contribuyendo a la resistencia al 
tratamiento endocrino. La restauración de miR-7 resensibiliza las células a 
trastuzumab.187 Se encuentra presente en un alto porcentaje de pacientes con 
progresión ganglionar de CM.188   
 
Heterogeneidad tumoral y estabilidad en la expresión de HER2 limitan la respuesta a 
trastuzumab: 
La heterogeneidad de la expresión de HER2 en los tumores con positividad para esta 
proteína se ha implicado en la resistencia a trastuzumab y sus derivados 
inmunoconjugados.189 Un estudio de 96 tumores HER2 positivos definió dos tipos de 
heterogeneidad. Una heterogeneidad  regional con patrones de amplificación/negativos 
o amplificación/equívocos en diferentes áreas del tumor, presente en 17 casos y otra  
genética con relación HER2/copias de HER2 >2.2 en el 5-50% de las células, presente en 
11 casos, todos con heterogeneidad regional. La heterogeneidad intratumoral fue más 
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frecuente en casos con amplificación de HER2 de bajo grado y expresión equívoca, 
sugiriendo la necesidad de análisis más exhaustivos de HER2. La heterogeneidad fue un 
factor pronóstico independiente, asociándose a menor SLP e indicando una posible 
asociación entre inestabilidad genética y resistencia a terapias anti HER2.190 Otro estudio 
de 112 pacientes con CMM HER2 positivo tratadas con trastuzumab, se encontró 
heterogeneidad regional en el 8.7% y genética en el 2.7% de los casos, asociándose 
ambas con peor SLP y SG.191 En pacientes con enfermedad HER2 positiva temprana 
tratadas con quimioterapia neoadyuvante asociada a trastuzumab, la pérdida de 
expresión de HER2 en la enfermedad residual se asoció a mayor riesgo de recaída, 
indicando que la heterogeneidad de HER2 contribuye a la resistencia y tiene un impacto 
pronóstico negativo.192  
La estabilidad de la proteína HER2 en el tumor también puede contribuir a generar 
resistencias a trastuzumab. La chaperona HSP90 mantiene la conformación y estabilidad 
de HER2 pudiendo influir en la resistencia a trastuzumab.193  
Mediante la inhibición de HPS90 con tanespimicina o NCT-547 se acelera la degradación 
de HER2, incluyendo p95HER2, resensibilizando las células a trastuzumab. NCT-547 
también reduce la población de células madre CD24bajo/CD44alto e inhibe la angiogénesis 
en modelos preclínicos.194-196 Sin embargo, la aplicación clínica de inhibidores de HSP90 
se ve limitada por problemas de solubilidad, biodisponibilidad y toxicidad.197 
Asimismo, la dopamina y la fosfoproteína regulada por AMP cíclico (DARPP-32) 
contribuyen a la resistencia a trastuzumab. DARPP-32 y su forma truncada, t-DARPP, se 
expresan en la mayoría de los tumores de mama primarios HER2 positivos, y los niveles 
elevados de DARPP32 se asocian a una peor supervivencia. Así, t-DARPP, asociada a 
HSP90 y HER2 en células resistentes, incrementa la señalización de HER2 a través de la 
vía AKT. Su supresión reduce dicha señalización y aumenta la apoptosis. 198,199  t-DARPP 
también activa IGF-1R que puede formar heterodímeros con EGFR y HER2 estimulando 
la señalización y la glicolisis.154  
La glicoproteína MUC4 que se encuentra frecuentemente sobreexpresada en CM con 
afectación ganglionar puede enmascarar los sitios de unión de trastuzumab al receptor 
HER2. Además, MUC4 puede alterar las interacciones entre HER2 y sus ligandos 
habituales, provocando la activación de la señalización de MAPK y PI3K por vías 
alternativas.200,201 TNFα es capaz de inducir la resistencia a trastuzumab a través de la 
estimulación de MUC4 que reduce la unión de trastuzumab en el receptor. Los 
anticuerpos anti-TNFα pueden revertir la resistencia. Asimismo, la expresión de MUC4 
en muestras de CM HER2 positivo fue un predictor independiente de peor SLP y podría 
ser un biomarcador predictor de eficacia a trastuzumab.202 La hiperactivación de STAT3 
también promueve la expresión de MUC1 y MUC4 dando lugar a resistencia a 
trastuzumab cuya inhibición es capaz de revertirla.203 Otra proteína implicada en el 
enmascaramiento del epítopo del receptor de HER2 es el hialuronano, ligando de CD44, 
cuya inhibición reduce la internalización del receptor y disminuye la proliferación 
celular.204 
 

-Mecanismos de resistencia inmunomediados:  
Los procesos de regulación inmune presentes antes o tras la exposición a tratamiento 
pueden influir en la resistencia a trastuzumab. El aumento del ligando de muerte 
programada 1 (PD-L1) es un mecanismo de resistencia adquirida al trastuzumab. El 
aumento de PD-L1 en el tumor, inducido por IFNγ que es liberado por células NK y 
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linfocitos T, inhibe la respuesta inmune a través de PD-1.205,206 Sin embargo, la 
combinación de trastuzumab y del anti-PD-L1 pembrolizumab mostró poca actividad en 
pacientes con CMM HER2 positivo, sugiriendo un papel menos crucial de PD-L1 en la 
resistencia.207 
Otro mecanismo de resistencia inmunomediada es la supresión de la ADCC de las células 
NK. La quitinasa 3-like-1 (CHI3L1) puede mediar la evasión del sistema inmunitario 
mediante la parálisis de la maquinaria de degranulación citotóxica de las células NK al 
inhibir la señalización JNK mediada por RAGE. Se asocia a resistencia a trastuzumab, 
crecimiento tumoral, y cambio en el infiltrado inmunitario con aumento de macrófagos, 
disminución de células NK y linfocitos T). Los anticuerpos anti-CHI3L1 muestran sinergia 
con trastuzumab mejorando la respuesta citotóxica de las células NK.208 
La exposición continua a trastuzumab induce la sobreexpresión de CCL5, que activa ERK 
y genera resistencia. La alta expresión de CCL5 se correlaciona con fosforilación de ERK, 
menor respuesta patológica completa tras neoaduyvancia con trastuzumab con peor 
SLP y SG.209 CCL5 atrae células T reguladoras, induciendo inmunotolerancia.210 
Por último, la resistencia a trastuzumab puede estar mediada por el aumento de las 
proteínas reguladoras del complemento, que se ha descrito sobre todo en el contexto 
del tratamiento de doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab. Estas proteínas 
aumentan la resistencia al inhibir la actividad mediada por el complemento. Su 
neutralización potencia la actividad de trastuzumab y pertuzumab.211 Altos niveles 
tumorales de CD55 y CD59 se asocian a peor supervivencia.127 
 

1.7.1.2. Pertuzumab 
 
MECANISMOS DE ACCIÓN 
Pertuzumab es un anticuerpo monoclonal recombinante humanizado contra HER2 que 
se une al dominio II extracelular de HER2 en un epítopo diferente a trastuzumab.  
 

-Inhibición de la vía de señalización: 
Su unión al receptor HER2 inhibe la dimerización mediada por ligando, sobre todo con 
los heterodímeros HER2-HER3. La combinación de pertuzumab y trastuzumab ha 
demostrado sinergia en la inhibición de la supervivencia de células de CM HER2 positivo, 
aumentando la apoptosis.212 La inhibición de la dimerización por pertuzumab resulta en 
la inactivación de las vías de señalización asociadas a HER, especialmente 
PI3K/AKT/mTOR y RAS/RAF/MEK/ERK, mientras que trastuzumab 
complementariamente inhibe la señalización independiente de ligando.213 
 

-Efectos inmunomediados: 
Pertuzumab, dado que se une al dominio extracelular de HER2, también puede inducir 
efectos inmunes mediados por anticuerpos como trastuzumab, aunque no es capaz de 
bloquear el desprendimiento de HER2. Además, también aumenta la ADCC inducida por 
trastuzumab. En muestras de tumores previamente a tratamiento neoadyuvante 

basado en pertuzumab la mayor expresión de marcadores inmunes como IF o STAT1 se 
asociaron a mayor probabilidad de respuesta completa patológica, mientras que el 
aumento de PD1 y PDL1 producía el efecto contrario. 214 
Trastuzumab y pertuzumab son anticuerpos monoclonales IgG1 y, como tal, pueden 
activar la vía clásica del complemento, lo que conduce a fagocitosis celular mediada por 
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el complemento y la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Se ha sugerido 
que este mecanismo de acción es más relevante en el doble bloqueo. La expresión de 
C1q en tumores de una cohorte de CM HER2 positivo trastadas con trastuzumab y 
pertuzumab se correlacionó con una mejoría en la supervivencia, mientras que la 
expresión de los reguladores del complemento CD55 y CD59 se correlacionaron 
inversamente, evidenciando la importancia de la activación de la vía clásica del 
complemento como mecanismo de acción. 127 
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
Los mecanismos de resistencia a pertuzumab se han estudiado en monoterapia, pero 
sobre todo en el contexto de su uso clínico en doble bloqueo con trastuzumab.  
Entre los mecanismos descritos en monoterapia se encuentran las mutaciones de 
activadoras del dominio extracelular de HER2. La mutación más frecuente encontrada 
en el receptor HER2 es la S310F que demostró conferir resistencia a pertuzumab en 
células tumorales HER2 positivas. Esta mutación que está localizada en el subdominio II 
del dominio extracelular de HER2, podría impedir la interacción entre el receptor y 
pertuzumab por un cambio significativo en el residuo S310 que es crítico para la 
unión.215  
En líneas celulares HER2 positivas resistentes a Tamoxifeno, pertuzumab fue capaz de 
inhibir eficazmente la señalización y crecimiento celular mediado por los heterodímeros 
EGFR/HER2. Sin embargo, promovió la formación rápida de heterodímeros entre 
EGFR/HER3 que se propone como mecanismo de resistencia a pertuzumab.216  
La resistencia a pertuzumab se ha relacionado también con la regulación de miARN. En 
líneas celulares de cáncer de ovario HER2 positivas, pertuzumab indujo inicialmente la 
expresión de miARN-150. La supresión posterior de miARN-150 en las células, provocaba 
una disminución de la sensibilidad a pertuzumab induciendo menor apoptosis celular 
mediante la activación de la vía PI3K/AKT. La exposición al inhibidor de PI3K, LY294002, 
revirtió el efecto de la supresión de miARN-150, apoyando el mecanismo de 
resistencia.217 
Hay algunos estudios que han propuesto posibles mecanismos para el doble bloqueo 
con trastuzumab. Entre ellos se encuentra resistencia adquirida por la activación de la 
señalización mediante heterodímeros HER2/HER3 que pudo ser revertida in vitro 
mediante TAS0728, un TKI irreversible.218 Las mutaciones de PIK3CA se han estudiado 
en modelos murinos transgénicos como mecanismo de resistencia a diversas terapias 
anti-HER2, incluyendo el doble bloqueo que pueden ser revertidas con inhibidores de 
PI3K como buparlisib. Si además se inducía resistencia a buparlisib, se encontraba un 
incremento en la expresión de genes relacionados con la adhesión celular y matriz 
extracelular como el colágeno II (Col2a1) y la integrina β1/Src. La inhibición de integrina 
β1/Src revertía la resistencia inducida por colágeno II, resensibilizando las células a 
doble bloqueo y buparlisip apoyando el aumento de la señalización 
colágeno/integrina/Src como mecanismo de resistencia.219 
Otro estudio en líneas celulares con resistencia adquirida mediante exposición 
prolongada a trastuzumab y pertuzumab no encontró cambios en la expresión 
receptores hormonales y HER2, pero evidenció alteraciones de HER4 y reducción en 
niveles de pHER3. La vía MAPK estaba activada como mecanismo compensatorio a la 
inhibición de la vía PI3K/AKT por el doble bloqueo. Las células resistentes tenían 
incremento en niveles de ERK y P38 fosforilado en comparación con las que mantenían 
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sensibilidad al tratamiento. Adicionalmente se realizó un análisis proteómico que 
confirmó el aumento de proteínas implicadas en la vía MAPK y en procesos como la 
formación ribosómica, actividad mitocondrial y metabolismo asociado a estrés 
oxidativo. Entre las proteínas con disminución de su expresión destacaba HEXIM1 que 
tiene función conocida como supresora tumoral.220   
La amplificación del gen FGFR1 en el CM HER2 positivo puede influir en la respuesta a 
tratamientos anti-HER2. El receptor FGFR que está codificado por el gen FGFR1 es 
responsable de la activación de esta vía. Un estudio determinó por técnicas de PCR 
cuantitativa las alteraciones del número de copias de varios genes relacionados con la 
vía PI3K/AKT, incluyendo FGFR1. Relacionó los resultados con la respuesta a tratamiento 
neoadyuvante con trastuzumab y pertuzumab, encontrando sobre todo una significativa 
menor probabilidad de obtener una respuesta completa patológica en presencia de la 
amplificación de FGFR1.221   Actualmente, se encuentran en desarrollo proteínas 
biespecíficas capaz de unirse a los receptores HER2 y FGFR1 en la superficie de la célula 
tumoral, inhibiendo la señalización de ambas vías, además de aumentar la penetración 
celular.  Al combinar esta proteína con el agente citotóxico monometil auristatina E 
(MMAE), se demostró la eliminación de células tumorales con expresión de  HER2, FGFR 
o ambos receptores.222  
Entre los mecanismos de resistencia inmunomediados descritos previamente para 
trastuzumab, se encuentra la mediada por el aumento de las proteínas reguladoras del 
complemento. Este mecanismo tiene especial relevancia en el contexto del tratamiento 
de doble bloqueo con pertuzumab. Así, el aumento de las proteínas reguladoras del 
complemento CD55 y CD59 en tumores HER2 positivos tratados con trastuzumab y 
pertuzumab se relaciona con peor supervivencia.127,211  
 

1.7.1.3. Margetuximab 

 
MECANISMOS DE ACCIÓN 
Margetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico humano/ratón contra HER2 
similar a trastuzumab, ya que comparte la misma región variable y por tanto se une al 
mismo epítopo del receptor. Se modificó la región constante Fc del anticuerpo para 
aumentar los efectos inmunomediados, especialmente la ADCC. Por tanto, la principal 
diferencia con trastuzumab consiste en la sustitución de 5 aminoácidos del dominio Fc 
de margetuximab  (L235V, F243L, R292P, Y300L y P396L).223 
 

-Efectos sobre las vías de señalización mediadas por HER2: 
Dado que margetuximab y trastuzumab comparten la misma región variable del 
anticuerpo y por tanto se unen con la misma afinidad y especificidad a HER2, los efectos 
anteriormente descritos para trastuzumab sobre el receptor serían comunes.223 
 

-Efectos inmunomediados: 
Tal y como se ha descrito previamente para trastuzumab, los anticuerpos monoclonales 
ejercen sus acciones citotóxicas entre otros mecanismos, mediante la interacción entre 
su Fc y los receptores FcγR de las células de inmunidad como NKs, monocitos y 
macrófagos. De esta manera se produce una activación de la respuesta inmunitaria 
innata activando tanto la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), como de 
la fagocitosis (ADCP) y anticuerpos (ADCC). La familia FcγR comprende receptores 
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activadores y receptores inhibidores que se expresan en las células efectoras regulando 
los procesos de activación inmunitaria. Así, los receptores activadores son FcγRI (CD64, 
un receptor de alta afinidad), FcγRIIa (CD32a), FcγRIIIa (CD16A) y FcγRIIIb ligado a GPI 
(baja afinidad). Los receptores inhibidores incluyen FcγRIIb (C32B). 223  
Margetuximab tiene mayor afinidad que trastuzumab por el FcγR activador CD16A y 
menor capacidad de unión al FcγR inhibidor CD32 con el objetivo de optimizar la ADCC. 
Se han descrito distintos polimorfismos de un nucleótido (SNP) de estos receptores que 
impactan en la capacidad de los mismos para inducir la ADCC por las células 
inmunitarias. CD16A está codificado por dos alelos que cuya influencia en la afinidad de 
la unión a las IgG es conocida. Así, en el dominio extracelular de C16 puede expresarse 
una variante de valina de alta afinidad (V158) y una variante de fenilalanina de menor 
afinidad (F158) pudiendo afectar la presencia de una u otra a la capacidad de unión. Es 
relevante destacar que alrededor del 85% de la población es portadora de F158, la 
variante de menor afinidad. Otro ejemplo es el dominio extracelular de C32A, en el que 
la variante de histidina (H131) confiere mayor afinidad que la variante de arginina 
(R131). De este modo, los alelos homocigotos V/V de valina de alta afinidad serían 
responsables de una mayor citólisis mediada por ADCC que los alelos V/F o F/F. De 
hecho, trastuzumab había demostrado tanto in vitro como por datos clínicos, aumentar 
la ADCC y mejorar la respuesta de pacientes portadoras de la variante V/V. En cambio, 
margetuximab, al tener una mayor afinidad por las variantes V/F y F/F a diferencia de 
trastuzumab y menor afinidad por el receptor inhibidor CD32, ha mostrado tener un 
mayor efecto antitumoral tanto in vitro como in vivo. 224 En un análisis exploratorio del 
ensayo clínico fase 3 comparando la combinación de distintas quimioterapias con 
trastuzumab o margetuximab, las pacientes que presentaban la presencia del alelo F158 
presentaron mejores resultados con margetuximab. Sin embargo, las pacientes con la 
variante V158 no presentaron un mayor beneficio con margetuximab e incluso los 
resultados fueron numéricamente desfavorables posiblemente debido a la menor 
proporción de pacientes con estas variantes y a un desbalance en las características 
clínicas de los dos grupos.121 
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
Los mecanismos de resistencia de margetuximab no han sido estudiados en 
profundidad. En gran parte es probable que coincidan con los de trastuzumab dada la 
similitud de ambos anticuerpos. Es probable también, como se ha expuesto 
anteriormente que margetuximab pueda contribuir a superar en parte el mecanismo de 
resistencia inmunológico constitutivo de las pacientes con variantes de baja afinidad por 
los FcγR. 
 

1.7.1.4. Zanidatamab 
 
Zanidatamab (ZW25) es un anticuerpo biespecífico anti-HER2 con unión biparatópica, 
que se une simultáneamente a dos dominios extracelulares (ECD) del receptor HER2, 
incluidos los dominios ECD4 (yuxta membrana) y ECD2 (dimerización) que coinciden con 
los epítopos de unión de trastuzumab y pertuzumab respectivamente.225 
 
MECANISMOS DE ACCIÓN 

-Unión al receptor HER2: 
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La unión al receptor por zanidatamab está determinada por su estructura de anticuerpo 
biparatópico, que puede unirse a dos epítopos diferentes del receptor HER2, en 
particular, a los dominios extracelulares ECD2 y ECD4. A diferencia de otros anticuerpos 
anti-HER2, zanidatamab tiene la propiedad de unirse a HER2 en trans, de modo que una 
sola molécula del anticuerpo puede unir a dos moléculas distintas de HER2 uniéndose a 
ECD2 en una molécula de HER2 y a ECD4 en otra. Así, a su vez forma complejos 
multiméricos con HER2, que pueden incluir complejos 2:1 (HER2:Ab) e incluso de orden 
superior. Esta unión multimérica se ve facilitada por su capacidad para unirse en trans, 
lo que conduce a una amplia agrupación (clusters) de receptores de HER2 en la 
superficie celular. De hecho, esta agrupación es más pronunciada que la inducida por 
trastuzumab, pertuzumab o su combinación, lo que da lugar a grandes agrupaciones de 
HER2 en la superficie de la célula tumoral. Además, estudios estructurales demuestran 
que la geometría de unión de zanidatamab le impide unirse a HER2 en cis, es decir, en 
la misma molécula de HER2, lo cual es crucial para su capacidad de formar grandes 
complejos HER2 multiméricos.225 
En comparación con otros anticuerpos anti-HER2, zanidatamab produce un aumento de 
la internalización de HER2 mediada por su unión al receptor en líneas celulares de CM 
HER2 positivo. Tras la internalización, se produce una reducción significativa de los 
niveles de HER2 en la superficie celular más pronunciada que la inducida por 
trastuzumab o pertuzumab.225 
 

-Señalización: 
Al promover la internalización y reducción de la expresión del receptor en la membrana, 
zanidatamab también bloquea las vías de señalización a través de HER2. Las células 
expuestas a zanidatamab presentaban menor fosforilación en las vías PI3K/AKT y 
MAPK/ERK. Además, reduce la formación de heterodímeros de HER2-EGFR y así dificulta 
la activación de la vía a través de ligando que supone un mecanismo de resistencia con 
trastuzumab.225 
 

-Efectos inmunomediados: 
La amplia agrupación de HER2 inducida por el zanidatamab aumenta su capacidad para 
promover la citotoxicidad dependiente del complemento CDC. Esto se consigue 
mediante el aumento del depósito de componentes del complemento como los 
fragmentos C1q y C3 en las células tumorales con expresión HER2, lo que conduce a 
mayores tasas de muerte celular. 
La propiedad de unión biparatópica de zanidatamab ha mostrado adicionalmente 
potenciar la ADCC en células HER2 positivas, ya que al agrupar más eficazmente las 
moléculas HER2 en la superficie celular se potencia el reclutamiento y la activación de 
células efectoras inmunitarias en comparación con trastuzumab y pertuzumab.225 
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
Recientemente se han sugerido algunos posibles mecanismos de resistencia de 
zanidatamab en un ensayo clínico simultáneo con pacientes y con modelos murinos 
derivados de los pacientes (PDX).226 
Como con otras terapias anti-HER2, se han encontrado cambios en la expresión de HER2 
tras la progresión a zanidatamab con menores niveles de expresión de HER2 respecto a 
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muestras al inicio del tratamiento. Esta pérdida de expresión podría contribuir como 
mecanismo de resistencia.226 
Otro posible mecanismo de acción es por la activación de vías alternativas de 
señalización celular. En modelos de células tumorales HER2 positivas con 
sobreexpresión de MET no había respuesta a zanidatab, así como en modelos de PDX 
generados a la progresión a tratamiento en que se identificaba una amplificación en la 
vía. La combinación de zanidatamab con inhibidores de MET fue capaz de reestablecer 
la sensibilidad a tratamiento tanto in vivo como in vitro, apoyando este mecanismo de 
resistencia resistencia primaria y adquirida a zanidatamab. 226 
 

1.7.2. Inhibidores De Tirosina Quinasa (TKI)  

 

1.7.2.1. Lapatinib 
 
MECANISMOS DE ACCIÓN 
Lapatinib es un TKI oral contra dos miembros de la familia de receptores HER, EGFR 
(HER1) y HER2 cuya estructura química es un derivado 4-anilinoquinazolina. Este TKI 
interacciona de manera reversible con la porción citoplasmática del receptor en el 
dominio de unión a ATP del dominio TK actuando como un inhibidor competitivo del 
ATP. De esta manera bloquea la fosforilación y por tanto la activación del receptor 
resultando en la inhibición de sus vías de señalización MAPK, ERK1/2 y PI3K/AKT, ambas 
implicadas en la proliferación y apoptosis.227 
Lapatinib, al unirse a la conformación inactiva del EGFR, difiere de otros TKI como 
erlotinib o gefitinib. Además, lapatinib tiene una tasa de disociación de HER1 y HER2 
más lenta que otros TKI. Ambas propiedades podrían contribuir a una mayor duración 
del efecto en la zona diana.228 Su mecanismo de acción a diferencia de los de los 
anticuerpos monoclonales como trastuzumab puede favorecer su actividad no 
solamente en los receptores íntegros, sino también en las formas truncadas de HER1 y 
HER2 como p95HER2 manteniendo su eficacia. 229 Otra característica distintiva de 
lapatinib en comparación con los anticuerpos anti-HER2 es su biodistribución, ya que 
tiene capacidad para atravesar la barrera hematoencefálica, lo que favorece su actividad 
para tratar metástasis cerebrales.230 
La inhibición de una sola TK de la familia HER, produce un aumento compensatorio de 
la regulación de otros miembros. Por tanto, la inhibición simultánea de HER1 y HER2 
puede contribuir a superar los mecanismos de escape mediados por la redundancia en 
las vías de señalización celular. 231 Esta inhibición sinérgica de ambos receptores, 
provoca una supresión más potente del crecimiento celular y un mayor efecto 
apoptótico probablemente también por el impacto en la menor heterodimerización de 
los receptores.232  
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
Se han descrito diversos mecanismos de resistencia asociados a lapatinib, como la 
activación de vías de señalización alternativas, mutaciones en el dominio de unión TK y 
amplificaciones génicas.233 
 
Activación de vías de señalización alternativas: 
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Al igual que en otras terapias anti-HER2, la activación de vías de señalización alternativas 
implica mecanismos de resistencia fundamentales a lapatinib. 
 

-Por otros receptores tirosina quinasa: 
La señalización a través de otros receptores de la familia HER puede activar a HER2 y 
amplificar la transducción de señales en porciones más distales de la vía de señalización, 
eludiendo así el efecto inhibidor de lapatinib. En este contexto, los heterodímeros 
HER2/HER3 son cruciales en la resistencia.234 La inhibición de HER2 con lapatinib induce 
la expresión de HER3 dependiente de PI3K/AKT y FoxO3A, reactivando la vía PI3K/AKT y 
limitando el efecto antitumoral de lapatinib.235  La inhibición de HER3 con siRNA o 
anticuerpos resensibiliza las células a lapatinib. El bloqueo combinado de HER2 y HER3 
es más efectivo que la inhibición individual.236  
La activación de otros receptores TK puede contribuir a la resistencia a lapatinib. Entre 
ellos se encuentran c-Met y AXL. La supresión mantenida de HER2 puede inducir la 
activación de c-Met, aumentando la señalización PI3K/AKT y la resistencia a lapatinib y 
trastuzumab.237  La inhibición de c-Met restaura la sensibilidad a lapatinib.238 
Otra vía que se puede activar como vía alternativa al bloqueo de HER2 es AXL que es un 
receptor relacionado con MET. La sobreexpresión de AXL confiere resistencia a lapatinib 
y trastuzumab al reactivar PI3K al unirse a la subunidad p85 y está asociada a mal 
pronóstico.239 La combinación con un inhibidor multiquinasa con actividad contra AXL 
restauraba la sensibilidad a los antagonistas de HER2.240 
 

-Por otras quinasas intracelulares: 
La resistencia a las terapias anti-HER2 se ha relacionado con alteraciones de las quinasas 
intracelulares. En la mayoría de los estudios se ha descrito que las alteraciones 
relacionadas con la resistencia a lapatinib afectan a las vías PI3K/AKT/mTOR y a vías TK 
no dependientes de receptor de la familia Src.233  
Las células de CM sensibles a lapatinib muestran inhibición de la vía AKT y activación del 
gen proapoptótico FoxO3A, promoviendo la muerte celular. Sin embrago, en células 
resistentes, lapatinib inhibe parcialmente la vía AKT, resultando en una escasa inducción 
de FoxO3A y ausencia de muerte celular, además de impulsar la expresión de receptores 
de estrógeno y progesterona.241 La combinación de un inhibidor selectivo de la isoforma 
alfa/delta de PI3K con anti-HER2 mostró eficacia en restaurar la sensibilidad a 
lapatinib.242 En modelos de células con resistencia adquirida a lapatinib se evidenció 
activación de mTOR independiente de PI3K, con niveles elevados de inhibidores de 
apoptosis como survivina y c-IAP-2. Inhibidores de mTOR o HSP90 revirtieron esta 
resistencia, sugiriendo que el aumento en inhibidores de apoptosis promueve la 
resistencia a lapatinib. En algunos cánceres en los que inhibidores de PI3K son ineficaces, 
los inhibidores de mTOR o HSP90 podrían ser beneficiosos.243 
En otro estudio, se identificó que la serina-treonina quinasa p70S6K1 está hiperactivada 
en células resistentes a lapatinib, implicando que la vía mTOR elude el bloqueo a HER2. 
La rapamicina, un inhibidor de mTOR, suprimió esta hiperactivación, restaurando la 
sensibilidad a lapatinib.244 
Entre las quinasas intracelulares, Src también se ha asociado a la resistencia a 
lapatinib.245 En líneas celulares resistentes, se observó una mayor fosforilación de las 
quinasas Src. El uso de inhibidores de Src bloqueó parcialmente la señalización 
PI3K/AKT, restaurando la sensibilidad al lapatinib.246 En modelos celulares resistentes a 
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lapatinib se silenció la vía Src y se implantaron estas células en modelos murinos. La 
reactivación de Src fue más pronunciada en células resistentes, y el inhibidor selectivo 
saracatinib, al combinarse con lapatinib, disminuyó la proliferación y migración celular, 
así como la formación de metástasis pulmonares. Sorprendentemente, Src interactuó 
más con EGFR que con HER2 en células resistentes. La inhibición de EGFR con cetuximab, 
junto a saracatinib y lapatinib, logró reducir sinérgicamente la supervivencia y migración 
celular.247 Adicionalmente, la activación de YES1, un miembro de la familia de Src, 
también contribuyó a la resistencia al lapatinib, y su eliminación suprimió la fosforilación 
de Src, re-sensibilizando a las células resistentes. Este efecto también se replicó al inhibir 
YES1 con dasatinib, lo que redujo la señalización a través de HER2, AKT y MAPK.169 
La proteína tirosina quinasa 6 (PTK6), también conocida como BRK, es un regulador 
citoplasmático, no receptor de membrana, que se coexpresa y coamplifica con HER2 en 
cánceres de mama HER2 positivos. La interacción de HER2 con PTK6 incrementa su 
actividad quinasa, potenciando la señalización Ras/MAPK y la actividad ciclina E/CDK2. 
La amplificación del gen CCNE1, que codifica la ciclina E/CDK2, se ha asociado con una 
mayor inestabilidad genómica y peor pronóstico, presentándose en un 7.6% de los 
cánceres HER2 positivos.248 En un modelo murino de CM, se observó que la expresión 
de PTK6 acortaba la latencia de los tumores inducidos por HER2 e inducía resistencia a 
lapatinib. 249 Parece que PTK6 impulsa la proliferación debido a la formación de un 
complejo de señalización HER2/PTK6/Src activo, ya que la depleción de PTK6 interrumpe 
la asociación de Src con el receptor ErbB2 condicionando una menor activación de las 
vías Src y MAPK/ERK.250 Las células sensibles a lapatinib inducen la apoptosis 
aumentando los niveles de Bim, una proteína proapoptótica de la familia Bcl2, mientras 
que en células resistentes no se inducía. La disminución de PTK6 incrementó la expresión 
de Bim reactivándose la apoptosis mediante la activación de p38.251 En conjunto, estos 
estudios sugieren que PTK6 es un regulador crítico de la tumorogénesis mediada por 
HER2 y que por tanto podría ser una diana en el CM ErbB2-positivo.  
 

-Por activación de quinasas múltiples: 
La resistencia adquirida a lapatinib puede también estar ligada a la activación de 
múltiples TK comprometiendo así la eficacia de los TKIs específicos.  
Un estudio que utilizó "multiplexed inhibitor beads" acopladas a espectrometría de 
masas (MIB/MS) reveló una heterogeneidad considerable en la respuesta del quinoma 
a lapatinib. Se evidenció que células resistentes exhiben una unión significativa a 
receptores quinasas, como DDR1, EPHB3 y FGFR2, y quinasas no receptoras como JAK1, 
FAK1, FRK y YES. Adicionalmente había quinasas implicadas en la regulación del 
citoesqueleto: MYLK3, NEK9, MARK2, MRCKB, LIMK2. Ya que no es posible todas las 
quinasas, se propone una estrategia que se dirige factores epigenéticos, como las 
proteínas Bromodomain and Extra-Terminal domain (BET), que modulan la estructura 
de la cromatina y regulan la expresión génica. Así, la combinación de inhibidores de  BET 
con lapatinib, inhibía la transcripción de las quinasas implicadas en la resistencia como 
HER3, IGF1R, DDR1, MET y FGFR, entre otras, impidiendo la reactivación de AKT y el 
crecimiento en células de CM HER2 positivo.252 
Otro mecanismo de resistencia a trastuzumab y lapatinib es la sobreexpresión de las 
quinasas de supervivencia PRKACA y PIM1. PRKACA y PIM1 inactivan la proteína 
proapoptótica BAD, permitiendo así la supervivencia de las células a través de BCL-XL. El 
bloqueo farmacológico de BCL-XL/BCL-2 revirtió parcialmente el efecto de PRKACA y 
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PIM1 y resensibilizó a las células al tratamiento con lapatinib sugiriendo una posible 
nueva vía para superar la resistencia a tratamiento anti-HER2. 253 
 

-Restitución de la vía asociada a ligando: 
Las células tumorales suelen expresar múltiples receptores TK (RTK) cuya señalización 
converge en efectores críticos comunes de supervivencia celular como PI3K y MAPK. La 
producción autocrina de ligandos como la neuregulina-1 (NRG1) y la heregulina (HRG) 
puede contribuir a la resistencia a los TKIs.254 En líneas celulares de CM con amplificación 
de HER2, la neuregulina-1 (NRG1, que es el principal ligando de HER3) confiere 
resistencia completa a lapatinib, mientras que la heregulina (HRG) confiere una 
resistencia parcial. La reducción de HER3 resensibiliza a las células a lapatinib, indicando 
que la resistencia está relacionada con la activación de AKT por HER3. 255 Otro estudio 
evidenció que la presión del tratamiento favorecía que a través de la HRG las células 
inicialmente sensibles se hacían resistentes a lapatinib por un cambio en las vías de 
señalización HER2-HER3-PI3K en las células sensibles a HER3-EGFR-PI3K-PDK1 en las 
resistentes. Además, el aumento de la expresión de HRG fue un factor independiente de 
mal pronóstico pacientes con CM HER2 positivo.256 
 

-Por la vía de los estrógenos: 
Otro mecanismo de resistencia a lapatinib está relacionado con el cruce (cross-talk) de 
señalización entre HER2 y la vía del receptor de estrógenos (RE). El RE actúa 
principalmente como factor de transcripción activado por ligando. La unión del ligando 
activa el RE, que se homodimeriza y se une a secuencias específicas de ADN, regulando 
la expresión de genes implicados en la proliferación, la inhibición de la apoptosis, la 
invasión y la metastatización.257 Se ha descrito un aumento de la señalización a través 
del RE en tumores HER2+/ER+ tratadas únicamente con lapatinib, lo que sugiere una 
transición de dependencia de la vía HER2 a una codependencia en ambas vías, 
generando insensibilidad a lapatinib. La activación de ER implica la activación de 
FOXO3A y caveolina-1, como resultado de la inhibición de PI3K/Akt. La combinación de 
antiestrógenos con lapatinib previene el desarrollo de resistencias en líneas celulares.258 
Este mecanismo de adaptación se asocia con un aumento de la proteína antiapoptótica 
Bcl-2, contribuyendo a la resistencia celular.  Incluso, se encontró en un 18% de tumores 
inicialmente RE negativos una positivización del RE tras el tratamiento con lapatinib. 259 
Estos estudios confirman la estrategia de la combinación de lapatinib con la inhibición 
de la señalización del RE para evitar el desarrollo de la resistencia adquirida por este 
relevante mecanismo.  
 
Resistencia asociada a mutaciones del dominio TK de HER2: 
Se han identificado mutaciones en el dominio de la quinasa HER2 en aproximadamente 
el 2-3% cánceres de mama tanto HER2 positivos como negativos que principalmente 
incluyen sustituciones de aminoácidos individuales en las regiones estructurales 
responsables de la activación de la quinasa HER2.260,261 En un estudio se descrubrieron 
hasta 15 nuevas mutaciones de HER2, incluyendo L768S y V773L que se encontraron 
exclusivamente en tumores HER2 negativos, y K753E presente en muestras HER2 
positivas. Las mutaciones L768S y V773L se consideran como activadoras al igual que las 
mutaciones D769Y y D769H que aumentan la dimerización HER2-HER3. Las mutaciones 
K753E y L755S se identificaron como inductoras de resistencia a lapatinib por dificultar 
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su unión al receptor. Las líneas celulares con expresión de la mutación K753E eran 
resistentes a lapatinib pero podían ser inhibidas por neratinib, lo que sugería un 
mecanismo específico de resistencia superado por neratinib debido a su diferente 
estructura y su unión irreversible al receptor.262 Otras mutación en el dominio TK de 
HER2 identificadas con asociación a resistencia a lapatinib son T798I y con menos 
frecuencia L726F, caracterizada por la sustitución de leucina por fenilalanina.261  
 
Amplificación génica: 
La amplificación de otros genes distintos a HER2 puede constituir otro mecanismo de 
resistencia a lapatinib. Se ha identificado como la amplificación y sobreexpresión de 
NIBP (TRAPPC9, complejo de tráfico de partículas proteicas 9) y TP53INP1, puede estar 
presente en hasta el 11% de cánceres de mama HER2 positivos confiriendo resistencia 
a lapatinib a través de la vía NF-κB. Al inhibir el NIBP, las líneas celulares resistentes se 
sensibilizaron al lapatinib.263  
 
Activación de ciclo celular: 
La alteración de la regulación del ciclo celular se ha descrito como un mecanismo de 
resistencia a lapatinib. El incremento de un microARN implicado en la regulación del 
ciclo celular, miR-221, se ha relacionado con la resistencia a lapatinib. En respuesta a 
lapatinib se incrementan los niveles de miR-221 a través del eje de señalización Src/NF-
kB suprimiendo la expresión de p27^kip1 que a su vez induce el arresto del ciclo celular 
impidiendo la apoptosis celular como mecanismo de resistencia. La inhibición de miR-
221 reestablecía la sensibilidad a lapatinib.264  
Otra proteína implicada en el ciclo celular y la resistencia a lapatinib es CDK12 cuya 
inhibición puede resensibilizar a tumores resistentes.143 
 
Resistencia por cambios metabólicos: 
El transportador de ácidos grasos CD36 es esencial para la supervivencia de células de 
CM HER2 positivas y puede contribuir a la resistencia a lapatinib. Su sobreexpresión en 
células resistentes promueve la entrada de ácidos grasos exógenos y un reordenamiento 
metabólico. La inhibición de CD36 resensibiliza a lapatinib y su expresión se asocia con 
mal pronóstico clínico, reforzando su papel como mecanismo de resistencia.159 
 

1.7.2.2. Neratinib 
 
MECANISMOS DE ACCIÓN 
Neratinib (HKI-272), es un TKI irreversible de HER1, HER2 y HER4.Inhibe la fosforilación 
de los receptores de la familia HER, así como las vías de señalización dependientes de 
ellos, incluyendo ERK y PI3K/AKT, mediante la unión covalente con los residuos de 
cisteína Cys-773 y Cys-805 del dominio de unión a ATP intracelular de HER1, HER2 y 
HER4. La inhibición de la transducción de la señal de la vía tras el tratamiento con 
neratinib provoca una reducción de la expresión de la proteína retinoblastoma 
fosforilada y de la ciclina D1, así como un aumento del nivel de p27, y a continuación 
detiene la transición de fase G1-S, lo que finalmente da lugar a una disminución de la 
proliferación celular. Además, puede disminuir la expresión de HER2 mediante la 
disociación de HSP90 y la posterior inducción de la ubiquitinación y la degradación 
endocítica del receptor. Por otra parte, puede inhibir el transportador de casetes de 
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unión ATP ("ATP-binding cassette transporter") implicado en la bombas de expulsión de 
fármacos y, por tanto, en teoría podría revertir la resistencia a múltiples fármacos 
antitumorales.265 
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
Se han descrito diversos mecanismos de resistencia a neratinib. Un estudio funcional del 
genoma de células de CM HER2 positivas mediante un cribado con ARNi, tratándolas con 
dosis letales de neratinib, identificó grupos de genes asociados a resistencia. 
Encontraron múltiples genes, entre ellos genes implicados en la oncogénesis (p. ej., 
RAB33A, RAB6A y BCL2L14), factores de transcripción (p. ej., FOXP4, TFEC, ZNF), 
transporte iónico celular (p. ej. CLIC3, TRAPPC2P1, P2RX2), ubiquitinación de proteínas 
(p. ej. UBL5), ciclo celular (p. ej.CCNF), y genes conocidos por interactuar con genes 
asociados al CM (p. ej. CCNF, FOXP4, TFEC, varios factores ZNF, GNA13, IGFBP1, PMEPA1, 
SOX5, RAB33A, RAB6A, FXR1, DDO, TFEC, OLFM2). Este análisis tan amplio permite 
establecer hipótesis de posibles mecanismos de resistencia, pero no identifica ningún 
biomarcador que permita la selección de pacientes que pueden beneficiarse o no del 
tratamiento con neratinib.266  
 
Aumento del metabolismo: 
En modelos de líneas de celulares de CM con resistencia inducida a neratinib, se 
evidenció resistencia cruzada a trastuzumab, lapatinib y afatinib. Las células resistentes 
a neratinib presentaban una mayor agresividad en su crecimiento con un incremento 
significativo en la actividad enzimática del citocromo CYP3A4 en comparación a las 
células sensibles. Además, el uso de ketoconazol, un inhibidor del CYP3A4, restauró 
parcialmente la sensibilidad a neratinib en células resistentes.267 
 
Mutaciones de resistencia: 
Las mutaciones secundarias en el receptor de HER2 pueden suponer un mecanismo de 
resistencia adquirido a neratinib. Así, la adquisición de la mutación T798I en una 
paciente que presentaba inicialmente la mutación L869R que había respondido a 
neratinib, reducía la capacidad de unión al receptor como mecanismo de resistencia y 
podía ser revertida con otros inhibidores irreversibles como afatinib.268 A través de 
estudios de secuenciación genómica y modelos estructurales, se identificaron 
mutaciones de resistencia adicionales como T862A y L755S, que también dificultan la 
unión de neratinib, activando HER2. Además, se encontraron mutaciones dobles como 
T862A y L755S en células con señalización MEK/ERK reforzada, las cuales fueron 
sensibles a otros TKIs, como poziotinib.269 
 
Redundancia de vías de señalización: 
El escape del bloqueo de la vía de señalización es un mecanismo de resistencia a 
neratinib como en otras terapias anti-HER2. Un estudio sobre células y PDX con 
resistencia inducida a neratinib identificó la señalización mTORC1 como mecanismo de 
resistencia. Se relacionó el incremento de RAS con la hiperactividad de mTORC1. La 
supresión genética de RAPTOR o RHEB que son componentes críticos en el complejo de 
señalización de mTOR1 y la combinación del inhibidor de mTORC1 everolimus y 
neratinib detuvo el crecimiento de modelos resistentes.270 



 
 

 59 

La expresión de SorLA, un receptor transmembrana de tipo 1 con un papel crucial en el 
tráfico intracelular de proteínas, se ha asociado a la resistencia a neratinib, en particular 
en las metástasis cerebrales. SorLA favorece el tráfico del receptor HER2 a la membrana 
plasmática, aumentando la señalización.  Además, interactua con HER3, formando un 
complejo trimérico con HER2 y HER3, que atenúa la degradación lisosomal del dímero 
HER2-HER3, favoreciendo la señalización a través de la vía MAPK. Mediante el 
silenciamiento de SorLA se resensibillizaron a neratinib modelos in vitro como in vivo.271  
 
Activación de otras vías de señalización alternativas: 
Se ha descrito la activación de otras vías alternativas como mecanismo de resistencia a 
neratinib.  
La activación de la vía de la transglutaminasa tisular 2 (TG2) se ha identificado como un 
mecanismo de resistencia adquirida. La vía de TG2 desempeña varias funciones en la 
biología tumoral, estabilizando la matriz extracelular y favoreciendo la creación de 
nichos premetastásicos. La inhibición de la vía HER2 por neratinib induce el aumento de 
TG2 que activa el factor nuclear kappa-B (NF-kB) mediante la reticulación de IkBa, lo que 
impide su secuestro citoplasmático. Se produce así un aumento de la señalización 
proinflamatoria NF-kB que contribuye a inducir cambios en el microentorno tumoral. 
Además, el aumento de TG2 en células metastásicas induce la producción de 
interleucina-6 (IL-6), lo que conduce a la activación constitutiva de la señalización JAK-
STAT3 y a una retroalimentación que mantiene los niveles elevados de TG2. De este 
modo se favorece la resistencia y la progresión tumoral mediante el establecimiento de 
un fenotipo similar al de las células madre. En modelos animales, la combinación de 
ruxolitinib, un inhibidor de JAK-STAT3, con neratinib impidió el desarrollo de este 
mecanismo de resistencia. 272 
Asimismo, la resistencia a neratinib también puede ser inducida por la activación de 
YES1, una TK no receptora de la familia Src. Se ha observado amplificación de YES1 en 
células resistentes, que se une y activa HER2, induciendo la señalización a través de AKT 
y MAPK. La eliminación o inhibición de YES1 mediante dasatinib suprime esta 
señalización y restablece la sensibilidad a neratinib.273 
 
Resistencia asociada a inhibición de vías apoptóticas: 
En distintos modelos de células tumorales HER2 positivas, el aumento de MCL1 y la 
disminución de BIM y PUMA mediaron la resistencia a neratinib en unas, mientras que 
el aumento de las proteínas antiapoptóticas BCL-XL y BCL-2 y la disminución de BIM y 
PUMA promovieron la resistencia en otras. Los mecanismos de resistencia adquirida 
diferían entre las distintas células tumorales. La reactivación de ERK1/2 fue la principal 
responsable en las que presentaron aumento de MCL1, que respondieron a la adición 
de un inhibidor específico de ERK1/2 a neratinib o dacomitinib. Sin embargo, resulto 
insuficiente en las otras células en las que se había detectado aumento de BCL-2/BCL-X. 
En este caso fue necesario añadir a la inhibición de ERK1/2 y neratinib un inhibidor 
selectivo de estas proteínas antiapoptóticas.274 
 

1.7.2.3. Tucatinib 
 
MECANISMOS DE ACCIÓN 
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Tucatinib es un TKI oral de HER2, potente, selectivo, reversible, que compite en el lugar 
de unión a ATP del receptor. Ha demostrado una selectividad >50 veces mayor para 
HER2 que para EGFR y atraviesa la barrera hematoencefálica. Es capaz de producir una 
potente inhibición de la transducción de señales de HER2 y HER3 a través de las vías 
PI3K/AKT y MAPK. Además, produce una    citotoxicidad selectiva in vitro en líneas 
celulares de CM con amplificación de HER2. In vivo, tucatinib ha mostrado actividad en 
múltiples modelos tumorales HER2 positivos como agente único, pero muestra una 
mayor actividad antitumoral en combinación con otras terapias anti-HER2 como 
trastuzumab o con quimioterapia como docetaxel.275 
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
Los mecanismos de resistencia a tucatinib no han sido estudiados en tanta profundidad 
como los de lapatinib y neratinib, debido al desarrollo más tardío de esta molécula.  
Entre los mecanismos de resistencia descritos hasta el momento destaca la 
hiperactivación de la vía de EGFR tanto por aumento de ligando como por amplificación 
del receptor. Mediante la estimulación de células inicialmente sensibles a tucatinib con 
EGF o TGFα, ligandos de EGFR, se inducía la resistencia al mismo. Sin embargo, los TKIs 
panHER que inhiben también EGFR o inhibidores específicos de EGFR, eran capaces de 
revertir esta resistencia. De manera similar al mecanismo de resistencia descrito con 
otras terapias anti-HER2, las células resistentes a tucatinib además presentaron 
ganancia de YES1, proteína con propiedades TK de la familia de proteínas Src. En cambio, 
a diferencia de con otros TKIs la eliminación de YES1 con siARN no tuvo ningún efecto 
sobre el crecimiento y proliferación celular de las células resistentes, poniendo en duda 
en este caso su influencia en la resistencia.276 
Del mismo modo que con lapatinib y neratinib, la mutación de HER2 L755S se ha 
relacionado con resistencia a tucatinib y por tanto puede conferir resistencia cruzada a 
estos TKIs. Se estudió la eficacia de tucatinib en células de CM HER2 positivas que 
presentaban la mutación sin que fuera capaz de inhibir el crecimiento de estas células, 
sugiriendo la resistencia al mismo. De hecho, estas células se mostraron resistentes 
también a trastuzumab.277 

1.7.3. Conjugados Anticuerpo-Fármaco (Antibody-Drug-Conjugates, ADCs) 
Los conjugados anticuerpo-fármaco o anticuerpos inmunoconjugados suponen un 
grupo de terapias innovadoras en el tratamiento del CM HER2 positivo que gracias a su 
especial estructura permiten hacer llegar de forma más eficiente los citotóxicos a las 
células tumorales (figura 5).278 
 

 
Figura 5. Estructura de un ADC (Antibody Drug Conjugate: conjugado anticuerpo-fármaco). Anticuerpo contra un 
epítopo tumoral, contra la proteína HER2 en terapias anti-HER2. Carga citotóxica generalmente muy potente. Enlace 
específico que puede ser más o menos estable. Cada ADC se caracteriza por tener un determinado número de cargas 
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citotóxicas por anticuerpo que se denomina ratio droga-anticuerpo  (Drug-to-antibody ratio: DAR), en este caso sería 
de 4.278 Creado en  https://BioRender.com. 

Se caracterizan por sus tres componentes fundamentales. En primer lugar, poseen un 
anticuerpo contra un epítopo tumoral que idealmente sea lo más específico posible del 
tumor, principalmente contra la proteína HER2 en el caso de tumores HER2 positivos. A 
él se une un segundo componente que consiste en un citotóxico generalmente muy 
potente mediante el último constituyente, un enlace específico.  Dependiendo del ADC, 
este enlace puede ser más o menos estable con unas propiedades que permitirán su 
escisión y la liberación de la carga citotóxica en unas circunstancias determinadas dentro 
de la célula o microambiente tumoral. Cada ADC se caracteriza por tener un 
determinado número de cargas citotóxicas por anticuerpo que se denomina ratio droga-
anticuerpo (DAR).278 En la figura 6 se representa el mecanismo de acción de los ADCs. 
 
 

 
 

Figura 6.  Mecanismo general de acción de un conjugado anticuerpo-fármaco (ADC). A: El anticuerpo se une al receptor 
HER2 (RT) en la célula tumoral e inicia el proceso de internalización. B: Endosome: El complejo ADC-RT forma un 
endosoma. C: Lysosome payload release: La degradación lisosomal del endosoma libera la carga citotóxica en el 
citoplasma. D: La carga citotóxica produce diversos efectos citotóxicos, como los siguientes: D1, DNA damage: daño 
en el ADN, como ocurre con el inhibidor de la topoisomerasa I en el trastuzumab deruxtecan; D2, Microtubule assembly 
interference: interferencia en el ensamblaje de los microtúbulos, como ocurre con el DM1 en el trastuzumab 
emtansina; y E, Bystander killing effect: efecto de muerte indirecta en células tumorales vecinas que no expresan el 
antígeno. Tras la liberación de la carga citotóxica en el microambiente tumoral por las proteasas, la carga citotóxica, 
con permeabilidad de la membrana celular, exhibe efectos citotóxicos en las células tumorales vecinas. Tumor cell: 
Célula tumoral.42 

1.7.3.1. Trastuzumab Emtansina (T-DM1) 
Trastuzumab emtansina es un ADC de primera generación compuesto por el anticuerpo 
monoclonal humanizado anti-HER2 trastuzumab conjugado mediante un enlace tioéter 
de maleimidometil ciclohexano-1-carboxilato (MCC) no escindible a DM1, una citotoxina 
altamente potente. DM1 es un derivado de la toxina maytansinoide de origen natural, 
que inhibe la polimerización de la tubulina e induce la muerte de células en 
proliferación. DM1 tiene una ventana terapéutica estrecha como agente único, pero su 
combinación con trastuzumab, con una media de 3,5 moléculas por anticuerpo (DAR de 
3,5), amplía considerablemente esta ventana, ya que dirige selectivamente la carga 
citotóxica a las células tumorales HER2 positivas.24 
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MECANISMOS DE ACCIÓN 
La estructura de T-DM1 le confiere unas propiedades que dan lugar a múltiples 
mecanismos de acción. Se relacionan con la administración selectiva de DM1 a las 
células tumorales HER2 positivas, la inhibición de la señalización HER2 mediada por 
trastuzumab, la inhibición de la liberación del dominio extracelular de HER2 e incluyen 
los mecanismos asociados a la respuesta inmune como la ADCC. 
 
Administración selectiva y citotoxicidad por DM1: 
La selectividad tumoral de T-DM1 viene conferida por la especificidad de trastuzumab 
al subdominio IV del receptor HER2 en la superficie de las células tumorales. Tras la 
unión a este epítopo extracelular, el complejo ADC-receptor se internaliza en 
endosomas por endocitosis mediada por el receptor. Las vesículas endocíticas maduran 
y se fusionan con el lisosoma o se reciclan para transportar el complejo ADC-receptor 
de vuelta a la membrana plasmática. La degradación de T-DM1 en el lisosoma provoca 
la liberación de lisina-MCC-DM1, que es impermeable a la membrana debido a que, al 
ser derivado de la lisina, el complejo está cargado positivamente. Por este motivo, la 
lisina-MCC-DM1 requiere un transporte activo para atravesar la membrana del lisosoma 
antes de que pueda ejercer su efecto citotóxico en el citoplasma. Además, del mismo 
modo tiene una capacidad limitada para inducir un efecto citotóxico secundario en 
células tumorales adyacentes que sean negativas al antígeno por la dificultad de difusión 
del complejo citotóxico a través de la membrana celular. El complejo lisina-MCC-DM1 
liberado por los lisosomas se une a la tubulina para impedir la polimerización de los 
microtúbulos por DM1. Así, DM1 impide el ensamblaje de un huso mitótico funcional, 
lo que provoca la separación de los cinetocoros, la detención del ciclo celular en 
metafase formándose células multinucleadas y figuras mitóticas aberrantes, y la 
catástrofe mitótica final.279 
 
Mecanismos de acción mediados por trastuzumab:  
Se ha demostrado que T-DM1 mantiene los mecanismos de acción del trastuzumab 
ampliamente descritos en el apartado correspondiente del manuscrito. Entre ellos 
destacan el bloqueo de las vías de señalización de HER2, la inhibición del 
desprendimiento del ectodominio de HER2 y la activación de la inmunidad antitumoral 
innata y adaptativa. 
Las acciones antitumorales de T-DM1 dependiente de trastuzumab podrían ser más 
relevantes si las concentraciones intracelulares de lisina-MCC-DM1 son insuficientes 
para inducir directamente la citotoxicidad. Sin embargo, al considerar la contribución 
relativa de trastuzumab a la actividad antitumoral de T-DM1, es importante tener en 
cuenta que es probable que la exposición a trastuzumab en pacientes tratadas con T-
DM1 sea inferior a las de las pacientes tratadas con trastuzumab, ya que la dosis clínica 
de T-DM1 es inferior a la de trastuzumab (3,6 mg/kg  en comparación con 6 mg/kg cada 
3 semanas), aunque no se ha establecido la influencia que pueda tener en la eficacia de 
T-DM1.279 
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
Tal y como se refleja en los mecanismos de acción, T-DM1 ejerce su actividad tanto a 
través de trastuzumab como de DM1. Así, la resistencia primaria y adquirida observada 
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a T-DM1 podría deberse a la interferencia con la acción de uno o ambos componentes 
de este ADC.  Se han investigado experimentalmente varios mecanismos potenciales de 
resistencia a T-DM1, relacionados con la alteración   de los efectos mediados por 
trastuzumab, el tráfico intracelular y el metabolismo de T-DM1 y la alteración de la 
citotoxicidad mediada por DM1. 
 
Supresión de los efectos mediados por trastuzumab:  

-Por pérdida de expresión del receptor HER2: 
La eficacia y seguridad de trastuzumab y T-DM1 dependen de una mayor expresión de 
HER2 en las células tumorales en comparación con los tejidos periféricos. La pérdida de 
expresión de HER2 en células tumorales se considera un mecanismo de resistencia a 
trastuzumab. Esta reducción también podría comprometer la unión e internalización de 
T-DM1, limitando su actividad y citotoxicidad.192 En este sentido, se ha observado una 
disminución de la expresión de HER2 en relación con las células parentales en una amplia 
gama de líneas celulares seleccionadas para la inducción de resistencia a T-DM1 
mediante una exposición prolongada al mismo. En una de estas líneas celulares de CM 
con resistencia inducida a T-DM1, la restauración de la expresión de HER2 mediante 
transfección fue capaz de revertir la resistencia, apoyando la importancia de los niveles 
de expresión de HER2 en la sensibilidad a T-DM1.280 Este mecanismo también se ha 
evidenciado en un estudio de ADN tumoral circulante en pacientes con CM HER2 
positivo metastásico, donde la pérdida de amplificación de HER2 en ADN circulante se 
correlacionó con la resistencia primaria a T-DM1.281 
 

-Por disminución de la unión de T-DM1 al receptor: 
La actividad de T-DM1 depende de la unión a HER2 en la membrana de la célula 
tumoral. Esta afinidad podría verse comprometida si la proteína HER2 se encuentra 
truncada como en el caso de la variante p95 del receptor, aunque no está claro su 
participación fundamental como mecanismo de resistencia en el caso de T-DM1.282  
La sobreexpresión de la glicoproteína de membrana MUC4 es otro mecanismo de 
resistencia descrito con trastuzumab, pero no confirmado con T-DM1.200  
T-DM1 se caracteriza por tener un enlace no escindible, por lo que la endocitosis es 
fundamental para la escisión de la carga citotóxica en la célula tumoral y la alteración en 
los mecanismos de internalización puede promover la resistencia. Así, el aumento en los 
niveles de caveolina-1 (CAV1), una proteína que es crucial para la endocitosis puede 
interferir con el transporte intracelular de T-DM1. La internalización de T-DM1 en 
compartimentos caveolares impediría su procesamiento por el lisosoma y la liberación 
de su carga citotóxica DM1. Al tratar estas células con ADCs también basados en 
trastuzumab, pero con enlaces escindibles, se reestablecía la sensibilidad.283 
 

-Por alteración en la vía de señalización PI3K: 
Las mutaciones activadoras de la vía de PI3K en el gen PIK3CA y la pérdida de la función 
reguladora de PTEN son frecuentes en el CM HER2 positivo, pudiendo estar presentes 
en el 42 y 19% de los casos respectivamente impactando en la eficacia de trastuzumab 
y lapatinib.284 Sin embargo, no está clara su influencia como mecanismo de resistencia 
a T-DM1, ya que a nivel clínico no se asociaron con peor pronóstico en cuanto a SLP y 
SG en las pacientes con CMM HER2 positivo tratadas en los estudios pivotales EMILIA y 
TH3RESA.285,286 Además, no se ha demostrado en modelos preclínicos la influencia de 
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estas mutaciones, sugiriendo la mayor importancia de la citotoxicidad mediada por DM1 
que del bloqueo de la señalización de la vía.280 
 

 
 
-Por señalización de vías alternativas de otros receptores tirosina quinasa: 

Trastuzumab bloquea la homodimerización de HER2 sin inhibir la heterodimerización de 
HER2 inducida por ligandos.98 Así, permite que se restablezca la señalización a través de 
las vías de PI3K y MAPK mediante la heterodimerización con EGFR y HER3, que puede 
inhibirse con la adición de pertuzumab. Aunque la administración exógena del ligando 
de HER3 neuregulina-1β puede suprimir la citotoxicidad mediada por T-DM1 en líneas 
celulares HER2-positivas, y este efecto puede invertirse añadiendo pertuzumab, no se 
ha confirmado que estas estrategias de combinación aumenten significativamente el 
efecto de T-DM1 en ensayos clínicos.287-289 
La señalización a través de EGFR no ha demostrado tener influencia en la resistencia a 
T-DM1 en modelos preclínicos. De hecho, ni la silenciación del receptor, ni el uso de 
cetuximab revertieron la resistencia a T-DM1 en células con sobreexpresión de EGFR. 
Tampoco indujo resistencia a T-DM1 la adición de TGFa, un ligando de EGFR. Sin 
embargo, en el ensayo EMILIA, el aumento en la expresión de ARNm de EGFR se asoció 
a menor SLP y SG en las pacientes tratadas con T-DM1. Por lo tanto, no se puede 
descartar que EGFR pueda tener algún papel en la resistencia a T-DM1.285 
 

-Por alteración de los efectos inmunomediados: 
Los datos clínicos demuestran que el estado inmunológico de los tumores influye en la 
actividad del trastuzumab. Se observó una menor respuesta a trastuzumab en pacientes 
con CM HER2 positivo con altos niveles de células T reguladoras infiltrantes 
inmunosupresoras y expresión de proteína 1 de muerte celular programada (PD-1) y su 
ligando PD-L1.290 
Aunque la evidencia sobre T-DM1 es limitada, estudios preclínicos indican que su 
combinación con anticuerpos anti-PD-L1 y CTLA-4 mejora significativamente la eficacia 
y puede inducir memoria de células T por un mecanismo diferente a trastuzumab.291 A 
nivel clínico, la combinación de T-DM1 con atezolizumab, un anticuerpo inhibidor de PD-
L1, aumento la SLP en pacientes con CMM HER2 positivo que además presentaban 
positividad para PD-L1.292 T-DM1 se ha combinado también con pembrolizumab sin que 
es este caso se pudiera correlacionar la expresión de PD-L1 o de linfocitos infiltrantes de 
tumor (TILs) con la respuesta. Por tanto, aún está por definir el papel de la combinación 
de T-DM1 con inhibidores de los puntos de control inmunitario en el tratamiento de las 
pacientes con CM HER2 positivo.293 
 
Heterogeneidad intratumoral en la expresión y accesibilidad de HER2: 
La heterogeneidad intratumoral en la expresión de HER2 puede impactar sobre la 
eficacia de T-DM1.294 El impacto de la heterogeneidad se investigó prospectivamente en 
un estudio de fase 2 neoadyuvante de un solo brazo de T-DM1 más pertuzumab. Se 
definió como la positividad HER2 por FISH en el 5-50% de las células tumorales en al 
menos uno de los seis cilindros de biopsia obtenidos por tumor, o presencia de un área 
tumoral HER2 negativa. De 157 pacientes evaluables, solamente diez cumplieron 
criterios de heterogeneidad HER2 intratumoral, de ellas ninguna mostró respuesta 
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patológica completa (pCR).14 Además, se exploró la heterogeneidad intra e interpaciente 
en el contexto metastásico antes de iniciar T-DM1 mediante PET-TAC con el trazador 
89Zr-trastuzumab. De 56 pacientes evaluadas, el 46% mostró patrones de captación que 
sugerían heterogeneidad, con una captación de 89Zr-trastuzumab en menos de la mitad 
de su volumen tumoral. Este grupo presentó un tiempo al fallo del tratamiento con T-
DM1 significativamente menor en comparación con pacientes con captación más 
homogénea.295 
 
Por alteración en el tráfico intracelular: 

-Alteración de la internalización de los complejos HER2-T-DM1: 
Para poder ejercer correctamente su efecto antitumoral, una vez que T-DM1 se ha unido 
al receptor HER2, el complejo debe internalizarse en los endosomas antes de pasar a los 
lisosomas. Alteraciones en este proceso pueden suponer un mecanismo de resistencia. 
Un mayor reciclaje de los endosomas que contienen el complejo HER2-T-DM1 hacia la 
membrana plasmática, sin llegar al lisosoma, podría reducir su actividad antitumoral. 
Este efecto de reciclaje rápido ha sido observado tras la unión de trastuzumab y se 
evidenció en líneas celulares resistentes a T-DM1, donde también se evidenció una 
disminución en los niveles globales de HER2 que pudo contribuir a la resistencia.280,296  
La endofilina A2 es una proteína de andamiaje endocítico que promueve la 
internalización y degradación de los complejos HER2-trastuzumab fuera del lisoma, 
facilitando la liberación de DM1 y la inducción de muerte celular. Su sobreexpresión se 
asocia con una menor supervivencia en CM HER2 positivo. El silenciamiento de esta 
proteína aumenta los niveles de HER2 en la superficie celular, reduciendo la señalización 
y la migración por compromiso en su internalización, disminuyendo así la citotoxicidad 
de T-DM1. Por lo tanto, la endofilina A2 podría marcar resistencia a trastuzumab, pero 
indicar sensibilidad intrínseca a T-DM1, aunque se requieren más estudios para 
determinar la relevancia de este mecanismo.297 
Otro posible mecanismo de resistencia es la endocitosis mediada por caveolina (CAV-1), 
que podría facilitar la internalización de T-DM1 y limitar su transporte a los lisosomas. 
En células resistentes a T-DM1, se observó sobreexpresión de CAV-1 y cavina-1, con una 
mayor colocalización de CAV-1 y T-DM1 y un menor secuestro lisosomal en comparación 
con células sensibles. Sin embargo, eliminar CAV-1 no logró resensibilizar a las células 
resistentes, sugiriendo otros mecanismos adicionales implicados.298 Contrariamente, 
otros estudios indican que la sobreexpresión de CAV-1 puede aumentar la sensibilidad 
a T-DM1.299 Esta disparidad evidencia la necesidad de seguir investigando el papel de la 
endocitosis mediada por caveolina en la resistencia clínica a T-DM1. 
 

- Tránsito anormal de HER2-T-DM1 a través de la vía de maduración 
endosomal: 
La maquinaria celular que media en la internalización y transporte de los complejos 
HER2-T-DM1 es poco conocida. Hay proteínas implicadas en el transporte de vesículas 
o la remodelación del citoesqueleto, como la proteína 1 activadora de la GTPasa RAB 
(RABGAP1), la quinasa 4 activada por p21 (PAK4) y la proteína ligasa 1 de ubiquitina E3 
con dominio HECT (HECTD1), cuya sobrexpresión se evidencia en modelos celulares de 
resistencia a T-DM1. No está claro si estos cambios son la causa o la consecuencia de la 
resistencia al fármaco.280 
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Por trastorno en el metabolismo de T-DM1:  
- Trastorno del catabolismo lisosómico de los complejos HER2-T-DM1:  

Los lisosomas, que dependen de la bomba de protones V-ATPasa para mantener un pH 
ácido, son cruciales para la actividad de T-DM1, ya que este fármaco requiere un entorno 
ácido para liberar el DM1 y ejercer su citotoxicidad. En células HER2 positivas de 
carcinoma gástrico resistentes a T-DM1, se observó menor acidificación lisosomal y 
concentraciones reducidas de lisina-MCC-DM1. La inhibición de V-ATPasa con 
bafilomicina A1 indujo resistencia a T-DM1 que fue revertida con un ADC con un enlace 
escindible, sugiriendo que la alteración de esta actividad contribuye a la resistencia.300  
Asimismo, en modelos celulares de CM resistentes a T-DM1 se encontró un acúmulo de 
T-DM1 en lisosomas con elevado pH, así como una menor actividad de catepsina B que 
es un enzima proteolítico del lisosoma cuya actividad depende del pH.301 
 

-Alteración de la liberación lisosomal de lisina-MCC-DM1: 
La lisina-MCC-DM1 requiere transporte activo para entrar en el citoplasma y ejercer su 
función, ya que no puede difundir pasivamente a través de la membrana lisosomal.302 
En un estudio se identificó el gen SLC46A3 que codifica una proteína de la membrana 
del lisosoma capaz de transportar catabolitos de fármacos basados en la maytansina. Su 
supresión redujo la potencia de TDM1 y otros ADCs cuya carga citotóxica era DM1 sin 
afectar a otros ADCs cargados con citotóxicos alternativos, lo que indica que es probable 
que el propio DM1 sea un sustrato para SLC46A3.303 Otros estudios revelaron la pérdida 
de expresión de SLC46A3 en células resistentes a T-DM1, en las que pudo restaurarse la 
sensibilidad forzando la expresión de SLC46A3.304,305 El bloqueo de SLC46A3, cuya 
expresión suele ser alta en células de CM, redujo notablemente la sensibilidad a T-DM1. 
Por lo tanto, SLC46A3 podría ser un biomarcador para predecir la sensibilidad a T-DM1, 
donde niveles bajos sugieren un uso más adecuado de ADCs con citotóxicos alternativos 
a DM1 que no dependan de este transporte.304 
 
Por alteración de la citotoxicidad mediada por DM1. 

- Reducción de la citotoxicidad mediada por DM1, aumento de la expresión de 
transportadores de membrana de expulsión de fármacos: 
DM1 y otros maytansinoides son sustratos de los transportadores de membrana de 
expulsión de fármacos que pueden conferir resistencia a múltiples fármacos. En líneas 
celulares resistentes a T-DM1 se ha observado un incremento de la expresión de ABCC1 
(que codifica la proteína 1 asociada a la multirresistencia a fármacos [MRP1]), ABCC2 
(MRP2), ABCC4 (MRP4), ABCB1 (glicoproteína 1 de multirresistencia a fármacos [MDR1]) 
y ABCG2 (proteína de resistencia al CM [BCRP]), lo que favorece la expulsión de DM1 
impidiendo su acción citotóxica intracelular.280,305 La inhibición farmacológica de MRP1, 
MRP2 y MDR1 fue capaz de revertir la resistencia de T-DM1, mientras que la inhibición 
de BCRP y la supresión de ABCC4 no lo hicieron. Para evadir esta resistencia, se 
desarrolló un ADC sustituyendo el enlace SMMC de T-DM1 por PEG4Mal, que aumenta 
la retención de DM1 en células con MDR1 y aumenta su efecto citotóxico. Estos ADCs 
resultaron más eficaces que T-DM1 en modelos murinos.306 No obstante, no parece que 
este mecanismo de resistencia se encuentre entre los principales.279,301  
 

- Alteración de la citotoxicidad mediada por DM1: escape de la catástrofe 
mitótica y la apoptosis: 
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La citotoxicidad de DM1 depende de la formación incompleta del huso mitótico en la 
célula tumoral en mitosis (fase M), lo que provoca una catástrofe mitótica y apoptosis. 
Las células que adquieren la capacidad de evitar este proceso podrían adquirir 
resistencia a T-DM1. Un mecanismo es la reducción de la inducción de ciclina B1, 
esencial para la activación de CDK1, lo que permite la progresión del ciclo celular a pesar 
de un huso defectuoso y evita la catástrofe mitótica, promoviendo inestabilidad 
genética y un fenotipo más maligno.279  
En dos estudios, el tratamiento con T-DM1 aumentó la fracción de células que se 
detuvieron en la fase G2/M mediante una expresión elevada de ciclina B1. En cambio, 
en clones resistentes de las mismas líneas celulares no se observó un aumento de la 
expresión de ciclina B1 ni de la actividad de CDK1, con una detención mínima en la fase 
G2/M que conllevó a una atenuación de la catástrofe mitótica y la apoptosis. La 
supresión de CDC20 para aumentar la expresión de ciclina B1 revirtió la resistencia en 
células resistentes, mientras que su supresión en células sensibles indujo resistencia. Se 
ha observado un aumento significativo de la expresión de la quinasa mitótica polo-like 
quinasa 1 (PLK1) en células resistentes a T-DM1. Se ha sugerido que PLK1 desempeña 
un papel en la finalización de la mitosis a pesar de la presencia de un huso mitótico 
anormal al impedir la activación de CDK1. La inhibición de PLK1 con volasertib revirtió la 
resistencia a T-DM1.307,308 
 

1.7.3.2. Trastuzumab Deruxtecan (T-DXd) 
Trastuzumab deruxtecan es un ADC de tercera generación dirigido a HER2. Está 
compuesto por un anticuerpo anti-HER2 con la misma estructura que trastuzumab y un 
derivado del DX-8951 (DXd), un inhibidor de la topoisomerasa I, que están unidos por 
un enlace peptídico maleimídico de glicilenglicina-fenilalanina-glicina (GGFG). La carga 
citotóxica DXd se conjuga con el anticuerpo a través de los residuos de cisteína, tras 
reducir los enlaces disulfuro entre cadenas con un agente reductor, el clorhidrato de tris 
(2-carboxietil) fosfina (TCEP HCl). Dado que el tetrapéptido es descompuesto por 
enzimas lisosomales como las catepsinas B y L, que están altamente expresadas en las 
células tumorales, el T-DXd es procesado por las enzimas lisosomales y libera DXd que 
ejerce su efecto citotóxico. De este modo ataca a las moléculas diana específicamente 
en las células tumorales después de unirse a los receptores HER2 y es internalizado en 
las células tumorales. Se determinó que el DAR del T-DXd era de aproximadamente 8, 
que es el número máximo teórico de carga de fármaco por molécula de ADC para la 
conjugación convencional de cisteína entre cadenas.26 
 
MECANISMOS DE ACCIÓN 
Los mecanismos de acción descritos para trastuzumab deruxtecan son diversos y no han 
sido estudiados en tanta profundidad como los de T-DM1. 
 
Unión al receptor, internalización de trastuzumab deruxtecan e inducción de daño al 
ADN: 
De manera similar al T-DM1, T-DXd está diseñado para dirigirse a los receptores HER2 
de las células tumorales mediante la unión de trastuzumab al dominio extracelular de la 
proteína. Al unirse a HER2, el ADC se internaliza en las células tumorales mediante 
endocitosis mediada por el receptor. Una vez dentro de las células tumorales, el T-DXd 
es transportado a los lisosomas, donde el enlace peptídico GGFG que conecta la carga 
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citotóxica (DXd) con el anticuerpo es escindido por enzimas lisosomales como las 
catepsinas B y L, diferencialmente más expresadas en células tumorales. Así, mediante 
esta escisión, se libera el DXd selectivamente dentro de las células tumorales. El DXd es 
inhibidor de la topoisomerasa I que es una enzima que relaja la tensión de la torsión del 
ADN induciendo una rotura transitoria de una sola hebra, al escindir una hebra de la 
hélice de ADN. Esto permite que el ADN gire y alivie la tensión de superenrollamiento 
que se acumula delante de la horquilla de replicación o de la maquinaria de 
transcripción. Una vez aliviada la tensión, la topoisomerasa I vuelve a ligar la hebra de 
ADN rota, restaurando la integridad de la molécula de ADN. Al gestionar el 
superenrollamiento del ADN, la topoisomerasa I facilita la progresión fluida de la 
replicación y la transcripción del ADN. Esto es esencial para la duplicación exacta del 
genoma y la expresión adecuada de los genes que confieren la estabilidad genómica 
necesaria.  La inhibición de la topoisomerasa I provoca la formación de roturas de la 
doble cadena del ADN durante la replicación del ADN que se evidencian por la 
fosforilación de Chk1 y de la histona H2A.X, que son marcadores de daño del ADN. Esta 
acumulación de lesiones en el ADN desencadena la activación de vías apoptóticas en las 
células tumorales, como indica la ruptura de la PARP (poli ADP-ribosa polimerasa), que 
facilita la desintegración de la célula, lo que conduce a la muerte celular programada.26 
A deferencia de T-DM1, el DXd demuestra actividad antitumoral incluso en modelos con 
expresión de MDR1 (proteína 1 de resistencia a múltiples fármacos) sugiriendo que DXd 
es un sustrato con baja afinidad para MDR1.26 
 
Inhibición de la señalización del receptor HER2: 
T-DXd también ha mostrado conservar el mecanismo de acción de inhibición de la vía 
de señalización de HER2 a través de la acción de trastuzumab. Así, de manera similar a 
trastuzumab, T-DXd disminuye en la fosforilación de AKT en la vía PI3K/AKT/mTOR que 
a su vez aumenta la expresión de p27 produciendo una inhibición de la proliferación 
celular.26 
 
Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC): 
T-DXd también conserva este mecanismo de acción de trastuzumab y es capaz de inducir 
ADCC mediante la unión a FcgRIII de las células de inmunidad innata como las NKs. La 
actividad ADCC se midió mediante la detección de la lisis de células SK-BR-3 mediada por 
células mononucleares humanas de sangre periférica (PBMC). T-DXd mostró actividad 
ADCC, con una citotoxicidad máxima del 48.6% cuyo efecto fue similar al del 
trastuzumab.26 
 
Eficacia en células con baja expresión de HER2: 
T-DXd demostró eficacia a nivel preclínico en distintos modelos con baja expresión de 
HER2, a diferencia de T-DM1 que no presenta una actividad significativa en estos 
modelos. En parte, esta actividad diferencial en estos modelos puede deberse al elevado 
DAR de 8 que caracteriza a T-DXd, ya que un modelo de ADC similar a T-DXd, pero con 
un DAR de 3.4 no tuvo citotoxicidad significativa con expresión baja de HER2, pero sí con 
niveles altos. Por tanto, la actividad de T-DXd es en parte dependiente de los niveles de 
HER2 que presenten las células tumorales, pero su alto índice de cargas citotóxicas 
permite que tenga actividad incluso con niveles bajos considerados HER2-negativos.26 
También se confirmó la especificidad de T-DXd sobre HER2 como mecanismo de acción 
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en modelos de baja expresión de HER2. En un estudio de inhibición competitiva, la 
eficacia de T-DXd en un modelo con baja expresión de HER2 quedó anulada por el 
tratamiento previo con un anticuerpo anti-HER2 que al ocupar el receptor no permitió 
la unión de T-DXd.26 
 
Eficacia en modelos resistentes a T-DM1: 
T-DXd presentó actividad antitumoral significativa en PDX resistentes a T-DM1, 
demostrando su capacidad para superar las potenciales resistencias al mismo.26 
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
Los mecanismos de resistencia a T-DXd no son aún bien conocidos, aunque se han 
podido estudiar y evidenciar en algunas cohortes de pacientes con un distinto rango de 
expresión de HER2 en sus tumores.309 
 
Captación intratumoral de T-DXd: 
La captación y distribución de T-DXd depende de los niveles de expresión de HER2. Así, 
las células tumorales con elevada expresión de HER2 tenían una tinción de T-DXd más 
intensa sugiriendo una mayor captación. En cambio, las muestras con muy baja 
expresión de HER2 (IHQ 0) tenían una tinción mínima de T-DXd.  
Uno de los mecanismos de resistencia más frecuentemente identificado en un número 
significativo de pacientes tratadas con T-DXd fue la disminución de la expresión de HER2 
tras desarrollar la resistencia. Esta reducción de los niveles de HER2 podría conducir a 
una disminución de la unión y captación de T-DXd, contribuyendo a la resistencia. Sin 
embargo, a pesar de presentar resistencia a T-DXd, algunas pacientes seguían 
mostrando captación intratumoral, sugiriendo en este caso mecanismos de resistencia 
independientes de la captación del fármaco que podrían ser diversos. Se observó 
además una actividad antitumoral modesta en pacientes con HER2 IHC 0, lo que sugiere 
que la eficacia de T-DXd también podría estar mediada en parte por mecanismos 
independientes de HER2. Esto podría deberse a la presencia de carga citotóxica libre tras 
la escisión del enlace del T-DXd en células que presentan el antígeno HER2 en su 
superficie. DXd, que es permeable a la membrana plasmática puede entrar en otras 
células vecinas que no presentan el antígeno, lo que permitiría al fármaco ejercer sus 
efectos incluso en ausencia de una expresión elevada de HER2.A este efecto se le 
denomina efecto espectador (bystander effect). 309 
Otro posible mecanismo de resistencia a trastuzumab deruxtecan se relaciona con la 
expresión de mucina 4 (MUC4). En el caso del trastuzumab, la expresión de MUC4 es un 
predictor independiente de mala respuesta en pacientes con CM HER2 positivo. MUC4 
está regulada por el TNF soluble (sTNF) secretado por el tumor, que confiere resistencia 
a trastuzumab al ocultar el epítopo de reconocimiento a trastuzumab en el receptor 
HER2, reduciendo así su unión y disminuyendo la función fagocítica antitumoral. En 
estudios con T-DXd en modelos murinos resistentes con expresión de MUC4, la 
combinación de T-DXd con un inhibidor de sTNF aumentó la respuesta tumoral 
comparado con T-DXd en monoterapia. Además, in vitro, las células tratadas con la 
combinación internalizaban hasta un 40% más el T-DXd comparado con las tratadas sin 
el inhibidor de sTNF.310 
 
El microambiente tumoral: 
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Aunque no se ha podido definir en profundidad, es posible que el microambiente 
tumoral pueda influir en la distribución y eficacia de T-DXd en las células tumorales 
contribuyendo a su resistencia. En modelos murinos inmunocompetentes T-DXd 
aumentaba las células dendríticas y T CD8 infiltrantes de tumor, sugiriendo su potencial 
impacto en el microambiente inmune.311 Sin embargo, este hecho no se ha confirmado 
en muestras de pacientes. En general, la población de células inmunitarias del 
microambiente tumoral permaneció prácticamente inalterada tras 3 y 6 semanas de 
tratamiento con T-DXd que no demostró ninguna modulación cuantitativa de las células 
inmunitarias tras la administración del fármaco. A diferencia de la quimioterapia 
sistémica, T-DXd no disminuyó los niveles de linfocitos T CD8 en el microambiente 
celular sugiriendo que el impacto de los ADCs sobre el microambiente inmune pueda 
ser diferente. Sin embargo, sí que redujo los macrófagos localizados cerca del tumor que 
pueden estar implicados en la progresión tumoral y resistencia. Adicionalmente, se 
observó una disminución significativa de la expresión de PD-L1 en las pacientes, 
presumiblemente debido al efecto citotóxico de T-DXd sobre las células tumorales, 
hecho que sugiere que T-DXd podría modular el microambiente tumoral. 309 
 
Alteraciones genómicas y mutaciones: 
Mediante secuenciación total del genoma de biopsias pareadas de pacientes con 
distintos niveles de expresión de HER2 antes y después de recibir tratamiento con 
trastuzumab deruxtecan se identificaron posibles mecanismos de resistencia primaria y 
secundaria. La amplificación de HER2 se relacionó con sensibilidad a T-DXd, mientras 
que las deleciones hemicigóticas del gen ERBB2 se asociaron con resistencia, lo que 
indica que la pérdida de copias en el gen ERBB2 influye significativamente en la eficacia. 
Además, se identificaron mutaciones adquiridas en el gen SLX4 en pacientes con 
resistencia adquirida a T-DXd. SLX4 codifica una proteína de reparación del ADN que 
regula endonucleasas específicas que podría influir en la resistencia a la inhibición de 
topoisomerasa I. En otros estudios con inhibidores de topoisomerasa I se habían 
detectado mutaciones en TOP1 como mecanismo de resistencia, a diferencia de este 
estudio, en el que no se encontraron dichas mutaciones. Se identificaron otras 
mutaciones somáticas y alteraciones en número de copias diferentes a ERBB2 de inicio 
que no se asociaron de manera significativa con la resistencia a tratamiento.309 
 

1.7.3.3. Trastuzumab Duocarmacina (SYD985) 
Trastuzumab duocarmacina (también conocido como SYD985) es un ADC contra HER2 
compuesto por el anticuerpo monoclonal IgG1 trastuzumab unido covalentemente a un 
fármaco enlazador que contiene un enlace escindible unido a la carga citotóxica, 
duocarmicina. Este ADC tiene una proporción fármaco-anticuerpo (DAR) de 2-8:1, más 
baja que T-DM1 y T-DXd. Trastuzumab duocarmacina, por tanto, contiene el profármaco 
seco-duocarmicina-hidroxibenzamida-azaindol (seco-DUBA) que tras unirse a HER2 e 
internalizarse, el enlace se escinde en el lisosoma por proteasas que liberan la toxina 
activa (DUBA). La toxina activa es alquilante del ADN, con la propiedad de producir daños 
en el ADN tanto en las células en división como en las que no lo están y, en última 
instancia da lugar a la muerte celular. Además, también se puede activar por proteasas 
como la catepsina B que pueden estar presentes en el microambiente tumoral 
extracelularmente a través de la secreción por parte de las células tumorales y que 
podría inducir un efecto de destrucción celular no mediado directamente por HER2. 



 
 

 71 

Trastuzumab duocarmacina demostró actividad antitumoral preclínica en modelos de 
CM, ovario y otros tipos de cáncer con expresión variable (de baja a alta) de HER2 
mostrando mayor actividad que T-DM1 y eficacia en modelos resistentes.312,313  
 
 
MECANISMOS DE ACCIÓN 
Como en otros ADCs con trastuzumab en su estructura, trastuzumab duocarmacina 
comparte los mecanismos de acción derivados de este anticuerpo discutidos 
anteriormente.  
El efecto citotóxico de SYD985 se produce fundamentalmente por la duocarmacina 
activada una vez unida a la hendidura menor del ADN. En esta localización ejerce su 
efecto alquilante sobre residuos de adenina en la posición N3 causando una alteración 
irreversible en la estructura del ADN que induce muerte celular. 
Comparado con T-DM1, en células con expresión de HER2 3+, SYD985 tiene similar 
actividad, mientras que en células con menor expresión de HER2 mantiene un mayor 
poder citotóxico que T-DM1. Estas diferencias pueden explicarse por las distintas 
propiedades del enlace de ambos ADCs. Así como el de SYD985 es escindible y permite 
la liberación de su citotoxina permeable a la membrana de las células tumorales en el 
espacio extracelular, el enlace de T-DM1 no tiene esta propiedad siendo impermeable a 
la membrana. Esta sensibilidad del enlace a proteasas extracelulares y el efecto 
bystander de SYD985 se ha comprobado tanto in vitro como in vivo en modelos de PDX. 
Adicionalmente se descartó que el efecto citotóxico fuera debido a la liberación 
prematura de la toxina en sangre periférica. 313 Este ADC de segunda generación es 
capaz de superar otros mecanismos de resistencia relacionados con T-DM1 además de 
la disminución de la expresión de HER2. Tras la inhibición de la función lisosomal con 
cloroquina, se mantuvo la citotoxicidad de SYD985 sugiriendo que puede tener actividad 
en ausencia de procesamiento lisosomal a diferencia de T-DM1. El efecto citotóxico se 
mantuvo a pesar de la estimulación de las bombas de expulsión de fármaco que es otro 
mecanismo de resistencia de T-DM1.314 Recientemente se ha relacionado la senescencia 
celular con una mayor eficacia de los ADCs, en particular de SYD985. Tratamientos que 
inducen senescencia celular, como los inhibidores de CDK4/6, al ser combinados con 
SYD985 aumentaron su efecto especialmente en tumores heterogéneos o con baja 
expresión de HER2. La actividad lisosomal en las células senescentes potenciaba el 
efecto bystander debido a la estimulación de CTSB, enzima de escisión de enlaces valina-
citrulina de SYD985.315 
 
MECANISMOS DE RESISTENCIA 
Respecto a los mecanismos de resistencia específicos, de momento no han sido 
descritos. Hay modelos de PDX con resistencia primaria a SYD985 de los que se 
desconoce el mecanismo de esta que tras tratamiento con inhibidores de CDK4/6 fueron 
sensibilizados a SYD985.  Otros modelos de PDX con resistencia a SYD985 presentaban 
heterogeneidad con niveles bajos de HER2 que podrían contribuir a la misma, aunque 
no se ha confirmado dicha hipótesis. Así, hay modelos establecidos de resistencia de los 
cuales se desconoce el mecanismo.315 
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1.8. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD HER2 POSITIVA METASTÁSICA 
Los avances terapéuticos en el tratamiento del CMM HER2 positivo han mejorado 
notablemente la historia natural de la enfermedad y la supervivencia de las pacientes. 
De manera progresiva se han ido desarrollando nuevas opciones terapéuticas con mayor 
actividad clínica. Sin embargo, con el tiempo, la mayoría de las pacientes progresan. Por 
tanto, es crucial estudiar los mecanismos de resistencia que se desarrollan en cada caso 
para decidir las opciones más adecuadas en cada paciente en líneas posteriores de 
tratamiento. La terapia sistémica para el CM HER2 positivo es un tema de gran interés 
para la comunidad científica por lo que ha sido recientemente revisado por nuestro 
grupo de investigación en CM en el Hospital Universitario Vall d’Hebron (HUVH) y Vall 
d’Hebron Institute of Oncology (VHIO). 316  
A continuación, se detallan los tratamientos anti-HER2 aprobados para su uso por las 
agencias reguladoras, así como tratamientos anti-HER2 en experimentación y no 
aprobados que las pacientes incluidas en nuestro estudio han podido recibir en formato 
de tabla (tabla 1). 
 

Tratamiento 
Aprobación  
FDA  

Aprobación 
EMA  

Aprobación 
AEMPS  

Indicación Ensayo Pivotal  

Trastuzumab 09/1998 08/2000 Tras EMA CMM HER2+  H0648g 19 

Pertuzumab 06/2012 03/2013 Tras EMA 
CMM HER2+, en 
combinación con 
trastuzumab y  docetaxel 

CLEOPATRA317 

Lapatinib 03/2007 06/2008 Tras EMA 
CMM HER2+, en 
combinación con 
capecitabina 

EGF100151 29 

Trastuzumab 
emtansina (T-
DM1) 

02/2013 11/2013 Tras EMA 
CMM HER2+, que haya 
recibido previamente 
trastuzumab y un taxano 

EMILIA25 

Trastuzumab 
deruxtecan (T-
DXd) 

12/2019 01/2021 Tras EMA 
CMM HER2+, que haya 

recibido previamente 2 
regímenes anti-HER2 

DESTINY-
Breast01 27 

Trastuzumab 
deruxtecan (T-
DXd) 

05/2022 09/2022 Tras EMA 
CMM HER2+, que haya 

recibido previamente 1 
regímenes anti-HER2 

DESTINY-
Breast0328 

Tucatinib 04/2020 02/2021 Tras EMA 

CMM HER2+, que haya 

recibido previamente 1 
regímenes anti-HER2, 
incluyendo pacientes con 
metástasis cerebrales.  

HER2CLIMB31 

Neratinib 

02/2020 
(ampliado a 
enfermedad 
metastásica) 

08/2018 (solo 
aprobado en 
adyuvancia)  

Tras EMA 
(solo 
aprobado en 
adyuvancia)  

Tratamiento adyuvante 
extendido en cancer de 
mama temprano HER2+ tras 
tratamiento basado en 
trastuzumab. 

ExteNET318 

Margetuximab 16/12/2020 N/A N/A 

CMM HER2+, que haya 

recibido previamente 2 
regímenes anti-HER2 

SOPHIA319 

Zanidatamab N/A N/A N/A N/A En ensayo 

Trastuzumab 
duocarmazine 
(SYD985) 

N/A N/A N/A N/A TULIP320 
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Tabla 1. Tabla de aprobación de terapias anti-HER2 por las agencias reguladoras. FDA: U.S. Food and Drug Administration. 

EMA: European Medicines Agency. AEMPS - Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios. N/A: No aprobado. CMM: 
Cáncer de mama metastásico. 

1.8.1. Primera línea 
En la actualidad, en el contexto de primera línea, independientemente del estatus de 
receptores hormonales de estrógenos y progesterona, el tratamiento estándar con 
doble bloqueo anti-HER2 fue establecido por el ensayo CLEOPATRA. Este estudio pivotal 
de fase III demostró que añadir pertuzumab a docetaxel y trastuzumab aumentaba 
significativamente la mediana de supervivencia libre de progresión (SLP) (18.5 frente a 
12.4 meses con y sin pertuzumab, respectivamente, HR 0.62; IC 95% 0.51-0.75 meses; p 
< 0.001). Asimismo, con una mediana de seguimiento de más de 8 años, se evidenció 
una significativa mejora de 16.3 meses en la mediana de supervivencia global (SG) (57.1 
meses frente a 40.8 meses, HR 0.69; IC 95% 0.58-0.82) a favor del doble bloqueo anti-
HER2. En caso de presentar una adecuada tolerancia, se recomienda mantener el 
tratamiento con docetaxel o paclitaxel entre seis y ocho ciclos para posteriormente 
continuar con trastuzumab-pertuzumab de mantenimiento hasta la progresión o 
toxicidad inaceptable. En el caso de los tumores HER2 positivos y RH positivo, debe 
añadirse tratamiento endocrino (TE) a la terapia de mantenimiento.321 
 

1.8.2. Segunda línea 
Tras la progresión a doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab, el tratamiento 
estándar de segunda línea había sido el ADC trastuzumab emtansina (T-DM1) basado en 
los resultados del estudio EMILIA.  Este ensayo clínico fase III comparó T-DM1 frente a 
lapatinib más capecitabina en pacientes tratadas previamente con trastuzumab y un 
taxano. T-DM1 demostró una mejora de la mediana de SLP de 3.6 meses (HR 0.65; IC 
95%: 0.55-0.77; p < 0.001) y de la SG de 5.8 meses (HR 0.68; IC 95%: 0.55-0.85; p < 
0.001).322  
Más recientemente, con el desarrollo de ADCs de nueva generación, el estándar de 
tratamiento en segunda línea es en la actualidad trastuzumab deruxtecan (T-DXd). La 
comparación frente a frente con T-DM1 en el ensayo de fase III DESTINY-Breast 03 
demostró la gran superioridad de trastuzumab deruxtecan en pacientes que habían 
progresado a tratamiento con trastuzumab y un taxano que no hubieran sido 
previamente tratadas con T-DM1.28 Así, cuando se reportaron los resultados del estudio 
se constató una eficacia considerable con T-DXd. La tasa de SLP a los 12 meses fue del 
75.8% con T-DXd frente al 34.1% con T-DM1 (HR 0.28; IC del 95%: 0.22-0.37). La mediana 
de SLP no se había alcanzado en el grupo T-DXd (IC 95%, 18.5 a NE) y era de 6.8 meses 
en el grupo TDM1 (IC 95%, 5.6 a 8,2). Con un mayor seguimiento, la mediana de SLP 
llegó a 28.8 meses (IC 95%: 22.4-37.9) con T-DXd frente a 6.8 meses  con T-DM1 (HR  
0.33 [IC 95%: 0.26-0.43]; p<0.0001).323 En el momento del primer análisis se apreció una 
fuerte tendencia a favor de T-DXd de beneficio en SG, la tasa de SG a los 12 meses para 
T-DXd era del 94,1% frente al 85,9% para T-DM1 (HR 0.56; p 0.007172). Inicialmente no 
alcanzó la significación estadística, ya que los resultados aún no eran maduros, pero se 
confirmó en los análisis posteriores sin haber alcanzado la mediana, con una diferencia 
muy clínicamente significativa (HR 0.64 [IC 95% 0.47-0.87]; p=0.0037).323 La tasa de 
respuesta fue también más favorable en el brazo de T-DXd de 79.7% frente a 34.2% en 
el brazo control (p < 0.0001). El 16% de los pacientes del brazo experimental alcanzaron 
una respuesta completa, y se observaron respuestas parciales en el 63.6% de los casos.28 
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1.8.3. Tercera línea 
En la tercera línea de tratamiento se ha posicionado la combinación de capecitabina con 
tucatinib y trastuzumab basado en los resultados del ensayo de fase II randomizado 
HER2CLIMB. Este estudio compara capecitabina y trastuzumab añadiendo tucatinib, 
inhibidor reversible de la TK altamente selectivo de HER2, o placebo. La población de 
pacientes incluidas había sido necesariamente tratada previamente con trastuzumab, 
pertuzumab y T-DM1 que eran los tratamientos estándar de primera y segunda línea en 
el momento que se diseñó el estudio. Las pacientes fueron aleatorizadas 2:1 a favor de 
tucatinib. Este ensayo demostró una mejoría en SLP estadísticamente significativa a 
favor del grupo de combinación con tucatinib, en el que la mediana de SLP fue de 7.6 
meses frente a 4.9 meses para el grupo de combinación con placebo (HR: 0.57; IC del 
95%: 0.47-0.70; P < 0.00001). La SLP a 1 año fue del 29% y del 14%, respectivamente a 
favor de tucatinib. Adicionalmente, tucatinib demostró mejorar la SG de manera 
significativa respecto a placebo. Con una mediana de seguimiento de 29.6 meses, la 
mediana de SG fue de 24.7 meses para el grupo de tucatinib frente a 19.2 meses para el 
grupo placebo (HR: 0.73; IC del 95%: 0.59-0.90; P = 0.004) y la SG a los 2 años fue del 
51% y el 40%, respectivamente (HR: 0.73; IC del 95%: 0.59-0.90; p = 0.004). 
Probablemente, lo más destacable es que a diferencia de otros estudios, los criterios de 
inclusión para las pacientes con enfermedad cerebral fueron más permisivos teniendo 
en cuenta la actividad esperada de tucanib en el sistema nervioso central (SNC). Así, se 
permitió la inclusión de pacientes con metástasis cerebrales tratadas y no tratadas que 
no necesitaran tratamiento local inmediato. Las metástasis cerebrales tratadas 
previamente podían estar estables desde el tratamiento o haber progresado desde la 
terapia local previa del SNC, siempre que no hubiera indicación clínica para un nuevo 
tratamiento inmediato local. Gracias a estos criterios hasta un 48% de pacientes 
incluidas presentaban metástasis cerebrales. Los resultados en SLP estimada a 1 año en 
el SNC para esta población de pacientes fue del 40% en el grupo de tucatinib y del 0% 
en el grupo control. Para las pacientes con metástasis cerebrales activas, es decir, no 
tratadas o tratadas y en progresión, la SLP en SNC a 1 año fue del 35% en el brazo de 
tucatinib y del 0% en el brazo de control, mientras que las pacientes con lesiones 
estables en SNC presentaron una SLP a 1 año del 53% en el brazo de tucatinib y del 0% 
en el brazo de placebo respectivamente. Otro objetivo del estudio era el tiempo hasta 
la segunda progresión o muerte entre las pacientes que experimentaron una progresión 
aislada en el cerebro, con posibilidad de ser tratada a nivel local y continuar con la 
combinación de tratamiento sistémico. Para estas pacientes, la mediana de tiempo 
hasta la segunda progresión o muerte fue de 16 meses en el brazo de tucatinib y de 10 
meses en el brazo de control. Todas estas diferencias además de clínicamente relevantes 
fueron estadísticamente significativas y han contribuido a posicionar esta combinación 
tras la progresión a trastuzumab deruxtecan. 31,324 En el caso de pacientes con 
metástasis cerebrales activas, en el momento actual hay menor evidencia de la actividad 
de trastuzumab deruxtecan en esta población. Por este motivo, de manera excepcional, 
las guías internacionales como la de la ESMO contemplan la posibilidad de anteponer en 
estas pacientes, tras la progresión a primera línea, la combinación con tucatinib a 
trastuzumab deruxtecan.324 Otro aspecto importante a considerar es la diferencia entre 
la población de pacientes que en la actualidad reciben tucatinib tras T-DXd con la del 
estudio HER2CLIMB que habían recibido necesariamente T-DM1, pero no T-DXd. Para 
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describir mejor la actividad de tucatinib en esta población se están recogiendo datos de 
vida real obteniendo resultados similares a los reportados en HER2CLIMB. Un estudio 
en el que 61 pacientes (12% de la cohorte total) recibieron tucatinib después de T-DXd 
con una mediana de cuatro líneas previas, la mediana del tiempo hasta el siguiente 
tratamiento (TTNT) y del tiempo hasta la discontinuación (TTD) de estas pacientes fue 
de 7.5 meses y 7.3 meses, respectivamente.325  

1.8.4. Líneas sucesivas 
En el caso de que una paciente hubiera llegado a líneas más avanzadas sin haber recibido 
tratamiento con T-DXd previamente y a la progresión con el triplete con tucatinib, serían 
los tratamientos indicados a la progresión a la última línea recibida.324 
Dado que no hay evidencia en la actualidad para recomendar un tratamiento 
preferentemente sobre otro en pacientes previamente tratadas con T-DXd y tucatinib, 
se deben valorar las opciones disponibles, características y preferencias de las pacientes 
para tomar la decisión terapéutica.  
Entre las opciones posibles más aceptadas está T-DM1, aunque no hay datos 
prospectivos de su actividad tras T-DXd.324 Como se ha comentado previamente, el 
ensayo pivotal EMILIA comparó T-DM1 en segunda línea con capecitabina y lapatinib en 
pacientes que habían progresado a tratamiento con trastuzumab y un taxano y 
demostró una mejoría significativa de la mediana de SLP y de SG. 322 
Otras opciones de tratamiento aprobadas serían distintas combinaciones de 
quimioterapia y anti-HER2, habitualmente trastuzumab o TKIs como lapatinib. Para 
pacientes con positividad de receptores hormonales se podrían considerar 
combinaciones de tratamiento endocrino y anti-HER2 como trastuzumab y lapatinib.324 
Lapatinib fue el primer TKI desarrollado y aprobado para el CMM HER2 positivo. La 
combinación más utilizada es con capecitabina que se comparó con capecitabina en 
monoterapia en el ensayo de fase III EGF100151. Se cumplió el objetivo primario del 
estudio con una mejoría en la mediana de SLP a favor de la combinación de 4.3 a 6.2 
meses (HR 0.55; IC del 95%: 0.40-0.74; p < 0.001). Asimismo, se observó una tendencia 
a la mejora de la SG, que no fue confirmada, ya que el ensayo se interrumpió 
prematuramente tras el análisis primario dadas las diferencias encontradas en la SLP 
entre los dos brazos de tratamiento.29 
Dado que hay nuevas terapias y combinaciones anti-HER2 en desarrollo, se deben 
valorar además las posibilidades terapéuticas disponibles dentro de un ensayo clínico 
en cada momento y sopesarlas con la paciente. 

 

1.8.5. Tratamientos no aprobados 
Hay diversas opciones terapéuticas que no han llegado a ser aprobadas, cuya mención 
es importante, ya que forman parte de los tratamientos recibidos por algunas de las 
pacientes incluidas en este proyecto. 
 

1.8.5.1. Anticuerpos de nueva generación 
Entre los anticuerpos de nueva generación destacan margetuximab y zanidatamab.  
Margetuximab es un anticuerpo que comparte la misma fracción variable que el 
trastuzumab y, por tanto, se une en el mismo epítopo del receptor HER2. Sin embrago, 
se diferencian en que incorpora una región Fc diseñada para aumentar la activación 
inmunitaria con el fin de mejorar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 
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(ADCC) favoreciendo un mejor reconocimiento del tumor por parte de las células natural 
killer (NK).  
El ensayo de fase III SOPHIA comparó margetuximab frente a trastuzumab, cada uno 
combinado con la quimioterapia a elección del investigador entre opciones predefinidas 
(capecitabina, vinorelbina, eribulina o gemcitabina). Se incluyó una población de 
pacientes con CMM HER2 positivo pretratado con trastuzumab, pertuzumab y en más 
del 90% también con T-DM1. La mediana de SLP fue estadísticamente significativa a 
favor del brazo de margetuximab de 5.8 meses en comparación con 4.9 meses en el 
brazo de control (HR 0.76; IC 95%: 0.59-0.98; p = 0.033). Los resultados finales de SG no 
demostraron una ventaja estadísticamente significativa de margetuximab frente a 
trastuzumab (HR 0.95; IC 95%: 0.77-1.17; p = 0.62); la mediana de SG fue de 21.6 frente 
a 21.9 meses para las pacientes tratadas con margetuximab frente a trastuzumab más 
quimioterapia, respectivamente.121 Dada la discreta diferencia en SLP entre los dos 
tratamientos, actualmente no está disponible para su uso en Europa, aunque fue 
aprobado para su uso por la FDA. 
Zanidatamab es un anticuerpo humanizado, biespecífico que se une simultáneamente a 
dos sitios distintos en HER2, el dominio de membrana (ECD4) y el dominio de 
dimerización (ECD2) de HER2 que coinciden con los de trastuzumab y pertuzumab 
respectivamente. Este diseño da lugar a diversos mecanismos de acción, como el 
bloqueo dual de la señalización de HER2, el aumento de la unión anticuerpo al receptor, 
la clusterización de receptores y la eliminación de HER2 de la superficie celular. Se han 
reportado distintos estudios incluyendo un ensayo fase Ib/II de primera línea en 
combinación con taxanos con tasas de respuesta del 86.4% y tasa de SLP a 6 meses fue 
del 90.9%. 326 Otro estudio fase II de combinación de zanidatamab con fulvestrant y 
palbociclib en pacientes HER2 positivas con receptores hormonales positivos 
pretratadas con trastuzumab, pertuzumab y T-DM1. Su objetivo primario, la tasa de 
pacientes con SLP a los 6 meses (SLP6) fue del 67%, con una mediana de SLP de 11.7 
meses. Se estudió el subtipo intrínseco de un 57% de las pacientes por PAM50 
encontrando que las pacientes con perfil luminal frente al HER2-enriched tenían una 
mediana de SLP de 11.7 frente a 9.3 meses respectivamente que no fue 
estadísticamente significativa. 327 El inhibidor de ciclinas, palbociclib, también fue 
estudiado en una población de pacientes HER2 positivas metastásicas en el ensayo 
clínico PATRICIA en combinación con letrozol y trastuzumab. En este caso, hubo 
resultados dispares en cuanto al análisis por PAM50 con una mayor PFS de 10.6 meses 
en las pacientes con tumores de perfil luminal frente a los no luminales de 4.2 meses 
(HR= 0.40; p= 0.003).328 
 

1.8.5.2. Otros TKIs 
Entre los TKIs no aprobados por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) en el 
contexto de pacientes con CMM HER2 positivo se encuentra neratinib. Es un inhibidor 
irreversible panHER de HER1 (EGFR), HER2 y HER4. Los resultados más relevantes 
provienen del ensayo clínico de fase III NALA. Este estudio comparó neratinib con otro 
TKI, lapatinib, ambos en combinación con capecitabina en pacientes con CMM HER2 
positivo que habían recibido al menos dos regímenes anti-HER2 previos. El estudio 
incluyó a pacientes con metástasis asintomáticas o estables en el SNC, permitiendo a 
pacientes que hubieran recibido o no tratamiento local. Se cumplieron los objetivos 
primarios con resultados que demostraron una mejora estadísticamente significativa de 
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la mediana de SLP (HR 0.76; IC 95%: 0.63, 0.93; p = 0.0059) a favor de la combinación de 
neratinib más capecitabina. La diferencia en la mediana de SG de 21 meses frente a 18.7 
meses a favor de neratinib, no fue estadísticamente significativa. La tasa de respuestas 
fue similar entre ambos tratamientos, del 32.8% frente al 26.7% a favor del brazo 
experimental. La diarrea, que es un efecto secundario de clase de los TKIs que inhiben 
EGFR, fue el efecto adverso más frecuente en ambos brazos. En el brazo de neratinib, se 
produjo en el 83% de las pacientes, llegando a ser severa (grado 3) en el 24.4%. La 
incidencia fue menor en la combinación con lapatinib, se presentó en el 66% de 
pacientes de las cuales 12.5% fueron de grado 3. Para mitigar esta toxicidad, la 
medicación antidiarreica con loperamida se ha convertido en un apoyo importante para 
la profilaxis con este tipo de agentes.329  
 

1.8.5.3. ADCs 
Otro tratamiento que no ha sido aprobado por el momento es el ADC, trastuzumab 
duocarmacina (SYD985). Este ADC de segunda generación tiene en su composición a 
trastuzumab que se encuentra unido por un enlace escindible a una prodroga del 
citotóxico alquilante duocarmacina (vc-seco-DUBA). La escisión mediante proteólisis del 
enlace en el microambiente tumoral conduce a la activación de la toxina efectiva de la 
duocarmacina (DUBA). Este ADC fue comparado en el ensayo clínico de fase III, TULIP  
(SYD985.002), con el tratamiento de elección del investigador entre combinaciones 
predefinidas de quimioterapia y trastuzumab. El estudio se dirigió a una población de 
pacientes con CMM HER2 positivo que habían recibido al menos 2 líneas de QT o T-DM1. 
El objetivo primario era la mediana de SLP con revisión ciega a nivel central que fue de 
7.0 meses para SYD985 y de 4.9 meses para el brazo control (HR 0.64 [0.49-0.84], p = 
0.002). La mediana de SG fue de 20.4 meses con trastuzumab duocarmacina y de 16.3 
meses con el tratamiento de elección del investigador, pero la diferencia no fue 
estadísticamente significativa. La tasa de respuesta global fue similar y cercana al 30% 
tanto en el brazo de trastuzumab duocarmacina como en el de las combinaciones de 
quimioterapia con trastuzumab. La toxicidad ocular sobre todo en forma de queratitis 
ha sido la más limitante dificultando su aprobación por las agencias reguladoras. 320 
 

1.8.5.4. Otras combinaciones 

 1.8.5.4.1. Inhibidores de CDK4/6 
Como se mencionó anteriormente en las combinaciones con zanidatamab, las 
combinaciones de terapias anti-HER2 con inhibidores de CDK4/6 a pesar de que han 
mostrado actividad, no han sido aprobadas por la EMA para su uso en esta población. El 
ensayo clínico de fase II PATRICIA, mencionado previamente, examinó la actividad 
antitumoral de palbociclib en combinación con trastuzumab con o sin terapia endocrina 
en pacientes con CMM HER2 positivo pretratadas con trastuzumab. Se establecieron 
tres cohortes: receptor de estrógeno (RE) negativo (cohorte A), RE positivo (cohorte B1) 
y RE positivo con letrozol (cohorte B2). El objetivo primario fue la SLP6, que en las 
cohortes A, B1 y B2 fue del 33.3%, 42.8% y 46.4% de pacientes libres de progresión a los 
6 meses respectivamente. Dada la superioridad en SLP que presentaron las pacientes 
con un subtipo intrínseco luminal definido mediante PAM50 en comparación con la 
enfermedad no luminal (10.6 meses frente a 4.2 meses) se enmendó el protocolo. Así 
se definió una nueva cohorte C randomizada de pacientes para probar la hipótesis de 
que en las pacientes con CM HER2 positivo, receptor hormonal positivo y que además 
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presentan un subtipo intrínseco luminal por PAM50, el tratamiento combinado con 
palbociclib será superior al tratamiento de elección del investigador.328 
Otro ensayo relevante con inhibidores de ciclinas para esta población de pacientes con 
CMM HER2 positivo previamente tratado, es MonarcHER. Se trata de un ensayo de fase 
II que se diseñó para evaluar la combinación de abemaciclib más trastuzumab con o sin 
fulvestrant en comparación con trastuzumab más quimioterapia. El Grupo A recibió el 
triplete abemaciclib, trastuzumab y fulvestrant; el Grupo B fue tratado con abemaciclib 
y trastuzumab; y el Grupo C recibió quimioterapia y trastuzumab. El objetivo primario 
fue la SLP, evaluando en primer lugar el grupo de pacientes que recibió el triplete con 
abemaciclib, trastuzumab y fulvestrant frente al brazo control con trastuzumab y 
quimioterapia. La combinación con el triplete mejoró significativamente la SLP, con una 
mediana de 8.3 meses frente a 5.7 meses para la quimioterapia con trastuzumab ( HR 
0.67; IC del 95%: 0.45-1.00; p = 0,051). En el análisis final, la mediana de SG fue de 30.3 
meses en el brazo del triplete, 31.43 meses en el brazo de abemaciclib más trastuzumab 
y de 22.7 meses en el brazo de quimioterapia y trastuzumab, diferencias que no 
alcanzaron la significación estadística.  Similarmente al ensayo PATRICIA, en el análisis 
exploratorio por RNAseq, los subtipos intrínsecos luminales se asociaron con un 
incremento en la SLP de 8.6 frente a 5.4 meses (HR 0.54; IC del 95%: 0.38; 0.79) y de la 
SG de 31.7 frente a 19.7 meses (HR 0.68; IC del 95%: 0.46) en comparación con los no 
luminales.330 
El ensayo PATINA es otro estudio relevante, de fase III randomizado, que está 
explorando el papel de palbociclib asociado al tratamiento endocrino en el 
mantenimiento con doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab en la primera línea 
de pacientes con CMM HER2 positivo y receptores hormonales positivos. Los resultados 
están pendientes de ser reportados (NCT02947685). 
 

 1.8.5.4.2. Inhibidores de la vía de PI3K/AKT 
Adicionalmente, hay combinaciones en desarrollo que además de bloquear la vía de 
HER2, utilizan otras alteraciones como las mutaciones en el gen PIK3CA, para tratarlas 
con inhibidores específicos. De este modo se trata de superar potenciales mecanismos 
de resistencia. Entre los distintos inhibidores de esta vía que se han probado en esta 
población se encuentran buparlisib, copanlisib, alpelisib, pilarisib e inavolisib, la mayoría 
de ellos en combinación con trastuzumab.316  
Entre los ensayos con inhibidores de nueva generación destaca el estudio fase Ib B-
PRECISE-01 con la combinación de MEN1611 y trastuzumab, añadiendo fulvestrant en 
las pacientes cuyos tumores expresan receptores hormonales. MEN1611 es un inhibidor 
oral de PI3K activo en las isoformas p110α mutante y salvaje, β y γ, excluyendo a la δ. 
Las pacientes con CM HER2 positivo incluidas tenían una mutación confirmada en 
PIK3CA y habían sido tratadas con al menos 2 líneas previas de terapia anti-HER2 en el 
contexto metastásico, incluyendo trastuzumab y en la mayoría de los casos también T-
DM1. Un 34% de pacientes tratadas con la dosis recomendada para la fase II presentaron 
respuesta parcial y una paciente alcanzó una respuesta completa. La mediana de SLP fue 
de 5.6 meses y la de SG 11.9 meses. Las pacientes con positividad de receptores 
hormonales que recibieron fulvestrant presentaron una mediana de SG de 21.9 meses 
en comparación con 11.9 meses en pacientes no luminales. El perfil de seguridad fue 
manejable siendo los efectos adversos más frecuentes los más característicos de esta 
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clase de inhibidores: gastrointestinales, náuseas y diarreas, además de la 
hiperglicemia.331  
En el contexto del tratamiento de mantenimiento de la primera línea con trastuzumab 
y pertuzumab tras la inducción con taxanos y doble bloqueo, destaca el ensayo clínico 
de fase Ib, IPATHER. En este estudio se añadió el inhibidor de AKT, ipatasertib, al 
mantenimiento con trastuzumab y pertuzumab. Los efectos adversos más frecuentes 
fueron diarrea y náuseas en el 12% de pacientes. La tasa de respuesta fue del 31%, con 
un beneficio clínico del 69%. La mediana de SLP fue de 15,4 meses, con un 48% de 
pacientes libres de progresión tras 18 meses desde la inclusión en el estudio.332 
 

 1.8.5.4.3. Inhibidores del punto de control inmunitario 
Los estudios moleculares del microambiente tumoral han demostrado que el mayor 
potencial inmunogénico en el CM lo presentan los subtipos triples negativo y HER2 
positivo. Según estos datos, la inmunoterapia podría ser una estrategia atractiva para 
pacientes con tumores HER2 positivos avanzados. Sin embargo, hay escasos datos 
prospectivos en este contexto.316 
Un ensayo de fase Ib/II, PANACEA, estudió la combinación del anticuerpo inhibidor de 
PD-1 pembrolizumab con trastuzumab en pacientes con CMM HER2 positivo que habían 
progresado a trastuzumab. La mediana de duración del control de enfermedad fue de 
11.1 meses. La tasa de respuesta fue del 15% en las pacientes que presentaban PD-L1-
positivo y el 8% mantuvieron estabilidad de la enfermedad durante más de 6 meses. Un 
análisis de subgrupos mostró niveles más elevados de linfocitos infiltrantes de tumor 
(TIL) en el grupo PD-L1 positivo, hallazgo que podría se sugestivo de que el mecanismo 
inmunológico puede ser importante en la resistencia a las terapias anti-HER2 y predecir 
la respuesta a pembrolizumab. En el grupo de pacientes con tumores PD-L1 negativos 
no hubo ninguna respuesta sugiriendo la ausencia de beneficio en esta población.207 
El ensayo KATE2 evaluó la combinación del anticuerpo inhibidor de PD-L1 atezolizumab 
o placebo con T-DM1 en pacientes con CMM HER2 positivo que habían recibido 
tratamiento con trastuzumab y taxanos. El objetivo primario fue la SLP, cuya mediana 
fue de 8.2 meses en el grupo de T-DM1 más atezolizumab frente a 6.8 en el grupo de T-
DM1 más placebo (HR 0.82; p = 0.33), sin que se observaran diferencias en la tasa de 
respuesta entre los dos brazos. En el análisis de subgrupos, aunque sin significación 
estadística, los pacientes con PD-L1 positivo y/o TIL ≥ 5%, tuvieron una mediana de SLP 
más prolongada y una mayor tasa de respuesta con atezolizumab. Hubo además mayor 
toxicidad severa en el brazo de atezolizumab, como trombocitopenia (13% con 
atezolizumab frente al 4% con placebo), elevación de las enzimas hepáticas (13% frente 
al 6%), anemia (5% frente a 0).292  
Hay en la actualidad otros ensayos para la población de pacientes HER positivas con 
enfermedad avanzada en curso con diversos abordajes basados en la inmunoterapia.316 
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2. HIPÓTESIS 
 
HIPÓTESIS 1: Determinadas alteraciones genómicas podrán conferir resistencia primaria 
a determinados tratamientos.  
 
HIPÓTESIS 2: Determinadas alteraciones genómicas adquiridas podrán conferir 
resistencia adquirida a determinados tratamientos. 
 
HIPÓTESIS 3-A: Las alteraciones genómicas del ADN serán concordantes entre el tejido 
tumoral y el ctDNA extraídos en un mismo tiempo. 
 
HIPÓTESIS  3-B: Las alteraciones genómicas del ADN podrán ser discordantes entre 
muestras de ctDNA extraídas en distintas líneas de tratamiento.  
 
HIPÓTESIS 4. La determinación de la amplificación de ERBB2 en ctDNA será factible como 
predictor de beneficio a tratamiento anti-HER2. 
 
HIPÓTESIS 5. La amplificación de ERBB2 podrá ser discordante entre tejido tumoral y 
ctDNA. 
 
HIPÓTESIS 6. La generación de modelos de PDX derivados de tumor de pacientes HER2 
positivas pueden ser informativos para estudios de mecanismos de resistencia a 
fármacos anti-HER2. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL 
 
El objetivo principal de esta tesis doctoral es explorar la biopsia líquida como 
herramienta para la identificación de mecanismos de sensibilidad o resistencia a 
distintas terapias en la población de pacientes con CM metastásico HER2 positivo. 
 

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS 
 
Otros objetivos secundarios consisten en: 
 
- Valorar la concordancia entre las alteraciones genómicas identificadas en muestras 
sincrónicas de tejido y plasma, y la descripción de las diferencias que pueden surgir en 
plasma a lo largo de muestras recolectadas de forma secuencial durante las diferentes 
líneas de tratamiento anti-HER2 recibidas por las pacientes. 
 
- Valorar la amplificación de HER2 en biopsia líquida como predictora de respuesta a 
terapia anti-HER2 y la concordancia con los resultados realizados en tejido con las 
técnicas convencionales. 
 
 - Explorar la rentabilidad de generación de modelos de PDX a partir de biopsias 
tumorales de las pacientes, la consolidación del estudio de resistencias terapéuticas en 
estos modelos, así como la concordancia de la respuesta obtenida a las mismas terapias 
recibidas por las pacientes y los PDX de cuyos tumores deriven.  
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

4.1. DISEÑO DEL ESTUDIO 
 
Se trata de un estudio retrospectivo de una cohorte de pacientes con diagnóstico de 
cáncer de mama metastásico (CMM) HER2 positivo tratadas con terapias anti-HER2 en 
el Hospital Universitario Vall d’Hebron (HUVH) de las que se dispone de muestras de 
tejido tumoral y de muestras de plasma.  
Las muestras han sido recogidas de manera prospectiva tras haber obtenido el 
consentimiento de las pacientes para su participación en los proyectos de investigación 
incluidos en el programa de prescreening del Vall d’Hebron Institute of Oncology (VHIO) 
(PR (AG) 147-2009) y de diseño molecular del tratamiento personalizado del cáncer de 
mama.  (PR(AG) 20-2019).  
Se incluyen muestras de tejido tumoral analizadas prospectivamente dentro del 
proyecto de prescreening VHIO con panel Amplicon. 
Se utiliza la tecnología de Secuenciación de Nueva Generación (NGS) mediante panel 
VHIO-300 en muestras de tejido. Para el análisis de las muestras de plasma se utiliza 
tecnología NGS mediante el panel Guardant360 VHIO. Se analizan las alteraciones 
genómicas en las muestras disponibles de manera retrospectiva si no han sido 
previamente analizadas en el programa de prescreening.  
Se estudia la expresión de HER2 en las muestras de tejido con las técnicas 
convencionales de Inmunohistoquímica (IHQ) e hibridación in situ (ISH), y se determina 
el H-score.  
Con los resultados obtenidos de los análisis de las muestras:   
- Se valora la posible relación de las alteraciones genómicas encontradas con los 
mecanismos de resistencia primaria o adquirida a terapias anti-HER2.   
- Se valora a concordancia de las alteraciones genómicas encontradas en muestras 
pareadas de tejido y plasma extraídas en un mismo momento.   
- Se valoran las diferencias entre las alteraciones genómicas encontradas en las 
muestras de plasma disponibles de cada paciente a lo largo del tiempo.   
- Se valora la amplificación de ERBB2 obtenida por NGS en muestras de tejido y plasma 
como predictora de respuesta a terapia anti-HER2.  
- Se valora la concordancia de la amplificación de ERBB2 obtenida por NGS en muestras 
de tejido y plasma pareadas, y con los de los resultados realizados en tejido con las 
técnicas convencionales de IHQ/ISH.   
- Se valora la rentabilidad de las biopsias de tejido tumoral para generar modelos 
animales derivados de tumor (Patient Derived Xenografts: PDX) de las pacientes a las 
que se hayan hecho biopsias que se hayan utilizado para este fin en distintos momentos 
de la evolución de la enfermedad.   
- Se estudia la sensibilidad al tratamiento y los posibles mecanismos de resistencia a la 
progresión de los PDX que hayan sido tratados con distintas terapias anti-HER2.   
- Se correlaciona la sensibilidad a tratamiento en las pacientes con la respuesta obtenida 
por los PDX.  
 
Este proyecto de tesis ha sido aprobado por el Comité Ético de Investigación con 
Medicamentos (CEIm) y Comisión de Proyectos de Investigación de HUVH con el código 
PR (AG) 28/2024. (Documento en apéndice). 
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4.2. POBLACIÓN DEL ESTUDIO Y SELECCIÓN DE MUESTRAS 
 
Entre el 19 de julio de 2017 y el 31 de diciembre de 2022 se ofrece participar de manera 
consecutiva a todas las pacientes en el proyecto con diagnóstico de cáncer de mama 
HER2 positivo metastásico que acuden al HUVH a realizar tratamiento oncoespecífico 
que incluya algún agente dirigido contra la proteína HER2. Se permite la inclusión 
independientemente de la línea de tratamiento en que se encuentre la paciente.  
Todas las pacientes firman las versiones vigentes de las hojas informativas para las 
pacientes, consentimientos informados, para participar en los proyectos de VHIO 
asociados a (ambos documentos en apéndice):  
  

• PERFIL GENÉTICO DE TUMORES DE PACIENTES CANDIDATOS RECIBIR 
TRATAMIENTO EN EL VHIO: MUESTRAS RECOGIDAS DURANTE EL PRESCREENING 
Y AL MOMENTO DE LA PROGRESIÓN (PR (AG) 147-2009) 

  
• DISEÑO MOLECULAR DEL TRATAMIENTO PERSONALIZADO DEL CÁNCER DE 

MAMA (PR(AG) 20-2019).   
  
De forma prospectiva se recogen muestras basales de plasma tras la firma de los 
consentimientos informados previamente al inicio de una línea de tratamiento anti-
HER2, y posteriormente, tras la primera evaluación de respuesta al tratamiento y cada 
6 meses o hasta la progresión al tratamiento, lo que ocurriera antes. En caso de que la 
paciente inicie una nueva línea de tratamiento, la muestra obtenida a la progresión del 
tratamiento previo se considera la muestra basal en la línea posterior. Este 
procedimiento de extracciones se repite para cada línea de tratamiento.   
  
Asimismo, de manera prospectiva se van recogiendo muestras de tejido mediante 
biopsias o procedentes de cirugía, según la práctica clínica habitual en el caso de que 
estuvieran indicadas para decisiones terapéuticas. En todos los casos en que sea posible 
y la paciente lo consienta, se valora la utilización de parte de la muestra obtenida de 
tejido para la generación de modelos murinos derivados de tumor (Patient Derived 
Xenographs: PDX).  
  
Si está indicado para decisión terapéutica, sobre las muestras de tejido se hacen los 
análisis de las alteraciones moleculares y genéticas del cáncer a través del programa de 
prescreening de VHIO con las técnicas de secuenciación genómica disponibles en cada 
momento. En caso contrario se archivan las muestras para su análisis posterior.   
Las muestras de plasma son procesadas, congeladas y almacenadas para su análisis 
posterior.  
Para el análisis retrospectivo de las muestras se prioriza y limita a la inclusión de 
pacientes de las cuales haya muestras pareadas de tejido tumoral y plasma para análisis 
de ctDNA en un mismo punto temporal al inicio o progresión de una línea de tratamiento 
sistémico que incluya terapias anti-HER2. De estas mismas pacientes se analizan las 
muestras de suero disponibles para análisis de ctDNA previamente a cada línea de 
tratamiento sistémico anti-HER2. Se incluyen los resultados de muestras obtenidos 
previamente ya fuera para otros proyectos o para decisiones asistenciales. Por parte del 
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laboratorio de Anatomía Patológica de VHIO se valora la viabilidad de todas estas 
muestras de tejido para ser analizadas. Se descartan las muestras de pacientes en las 
que no hay tejido sobrante suficiente tras el diagnóstico asistencial para los análisis. 
 

4.3. ANÁLISIS DE MUESTRAS DE TEJIDO 
 

4.3.1. Determinación de HER2 
Tras firmar el correspondiente consentimiento informado aprobado por el Comité Ético, 
se recoge una muestra tumoral de cada paciente, que es sometida a un control de 
calidad por un patólogo experto. Si hay presentes más de un 20% de células tumorales, 
se corta el número apropiado de laminillas para la extracción de ADN, IHQ y/o análisis 
ISH, de acuerdo con la solicitud.  
  
En las muestras de tejido se determina el estatus de HER2 según las guías ASCO/CAP de 
2018, previamente descritas en la introducción del manuscrito.43 
 
Determinación de H-score de HER2: 
 
HER2 H-score se calcula en las muestras de tejido como ((%IHC3+) × 3) + ((%IHC2+) × 2) 
+ (%IHC1+) y se obtiene un valor que puede oscilar entre 0 y 300. Así, se trata de una 
variable continua. Cuanto mayor es el valor de H-score mayor proporción de celularidad 
HER2 positiva en el tumor.333 
 

4.3.2. Análisis moleculares 
Los análisis moleculares se realizan según los estándares del programa de Prescreening 
del HUVH/VHIO, que se describen brevemente a continuación.  
Tejido:  
Tras firmar el correspondiente consentimiento informado aprobado por el Comité Ético, 
se recoge una muestra tumoral de cada paciente, que es sometida a un control de 
calidad por un patólogo experto. Si hay presentes más de un 20% de células tumorales, 
se corta el número apropiado de laminillas para la extracción de ADN.  
 
Para los análisis genómicos de tejido se han utilizado: 
 

4.3.2.1. Panel Amplicon VHIO 
Se realiza una PCR múltiple inicial con VHIO-Card, un panel personalizado, en muestras 
tumorales fijadas en formol e incluidas en parafina. La última versión del panel contiene 
más de 800 pares de cebadores dirigidos a mutaciones frecuentes en oncogenes y varios 
supresores tumorales, con un total de 61 genes (Tabla 2). Desde la puesta en marcha de 
AmpliconSeq, este panel se ha ido personalizando continuamente para incluir genes y 
mutaciones adicionales, de acuerdo con los criterios de inclusión de los ensayos clínicos 
en curso en nuestra Institución y el estado del conocimiento en la materia. Por este 
motivo, el número de muestras analizadas para una mutación determinada puede variar 
en función del momento del análisis. Por ejemplo, las mutaciones en TP53 no se 
incorporaron hasta la última versión del panel, mientras que el número de mutaciones 
detectadas en PIK3CA no ha variado desde el principio. Las bibliotecas indexadas se 
cargaron en un equipo MiSeq74 y se realizó la secuenciación (2X100). Tras la alineación 
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y la identificación de variantes, se filtraron los SNPs con las bases de datos dbSNP y 1000 
genome. Todas las variantes detectadas se comprobaron manualmente. De acuerdo con 
la sensibilidad analítica de esta técnica, se realizó una determinación de mutación en 
presencia de >5% de alelos mutantes en una muestra determinada. 
En la tabla 2 se muestran los genes incluidos en el panel. 
 
 

Amplicon panel de 
genes 

     

ABL1 CSF1R FLT3 KIT NOTCH2 RUNX1 

AKT1 CTNNB1 GATA1 KRAS NOTCH3 SMAD4 

AKT2 EGFR GATA3 MAG NOTCH4 SMARCB1 

AKT3 ERBB2 GNA11 MAP2K1 NRAS SRC 

ALK ERBB3 GNAQ MET PDGFRA STK11 

APC ESR1 GNAS MLH1 PIK3CA TP53 

BRAF FBXW7 HRAS MPL PIK3R1 VHL 

BRCA1 FGFR1 IDH1 MSH6 PIK3R5  

BRCA2 FGFR2 IDH2 MYC PTEN  

CDKN2A FGFR3 JAK1 NF2 RB1  

CHD1 FGFR4 JAK3 NOTCH1 RET  

 

Tabla 2. Genes incluidos en el panel Amplicon 

4.3.2.2. Panel VHIO-300   
Las bibliotecas de ADN se generan a partir de 500 ng de ADN por muestra utilizando el 
kit SureSelect XT Target enrichment (Agilent Technologies). Para ello, el ADNg se 
fragmenta utilizando un sonicador Covaris S2 (Covaris, Woburn, MA) y el control de 
calidad se realiza utilizando un Agilent BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies) para 
garantizar un tamaño medio de fragmento de 150 a 200 pb. Tras la fragmentación se 
procede a la reparación de los extremos, la cola A y la ligadura del adaptador de 
secuenciación. Tras 10 ciclos de amplificación de la PCR, los productos de la PCR se aislan 
en cuentas AMPure XP (Agencourt, Beckman Coulter). Las bibliotecas preparadas se 
comprueban y cuantifican utilizando un chip DNA1000 del bioanalizador Agilent y 750 
ng se hibridan con las sondas biotiniladas VHIO-300, dirigidas a 430 genes relacionados 
con el cáncer. Tras la hibridación, las moléculas diana se purifican en cuentas magnéticas 
(Dynabeads MyOne Streptavidin T1, Invitrogen) y se amplifican por PCR durante 12 
ciclos de PCR. El control de calidad se realiza utilizando un chip de alta sensibilidad 
Agilent Bioanalyzer y el producto se cuantifica mediante análisis qPCR utilizando el kit 
qPCR KAPA SYBR® FAST ABI Prism (KAPA Biosystems). Las bibliotecas VHIO-300 se 
secuencian en un instrumento HiSeq 2500 (Illumina, Inc.) de acuerdo con los parámetros 
de secuenciación requeridos (cobertura y longitud de lectura). El análisis bioinformático 
posterior se realiza en el Laboratorio de Genómica del Cáncer de VHIO. El límite de 
sensibilidad se fijó en el 5% para variantes puntuales y en el 10% para variantes de 
inserción o deleción.  
En la tabla 3 se muestran los genes incluidos en el panel. 



 
 

 86 

 

VHIO 300 
panel de 
genes 

        

ABL1 CARD11 E2F3 FGFR4 IL7R MDM2 PDCD1LG2 RAD52 SOX2 

ABL2 CASP8 EED FH INHBA MDM4 PDGFRA RAD54L SOX9 

ACVR1B CBFB EGFL7 FLCN INPP4A MED12 PDGFRB RAF1 SPEN 

AKT1 CBL EGFR FLT1 INPP4B MEF2B PDK1 RANBP2 SPOP 

AKT2 CCND1 EIF1AX FLT3 INSR MEN1 PDPK1 RARA SPTA1 

AKT3 CCND2 EP300 FLT4 IRAK4 MET PHOX2B RASA1 SRC 

ALK CCND3 EPCAM FOXA1 IRF2 MITF PIK3C2B RB1 STAG2 

ALOX12B CCNE1 EPHA3 FOXL2 IRF4 MLH1 PIK3C2G RBM10 STAT3 

AMER1 CD274 EPHA5 FOXP1 IRS1 MPL PIK3C3 RECQL4 STAT4 

APC CD276 EPHA7 FRS2 IRS2 MRE11A PIK3CA REL STK11 

AR CD79A EPHB1 FUBP1 JAK1 MSH2 PIK3CB RET STK40 

ARAF CD79B ERBB2 GABRA6 JAK2 MSH6 PIK3CD RFWD2 SUFU 

ARFRP1 CDC73 ERBB3 GATA1 JAK3 MTOR PIK3CG RHEB SUZ12 

ARID1A CDH1 ERBB4 GATA2 JUN MUTYH PIK3R1 RHOA SYK 

ARID1B CDK12 ERCC2 GATA3 KAT6A MYC PIK3R2 RICTOR TAF1 

ARID2 CDK4 ERCC3 GATA4 KDM5A MYCL PIK3R3 RIT1 TBX3 

ARID5B CDK6 ERCC4 GATA6 KDM5C MYCL1 PIM1 RNF43 TERT 

ASXL1 CDK8 ERCC5 GID4 KDM6A MYCN PLCG2 RNPC3 TET1 

ASXL2 CDKN1A ERG GLI1 KDR MYD88 PLK2 ROS1 TET2 

ATM CDKN1B ERRFI1 GNA11 KEAP1 MYOD1 PMAIP1 RPS6KA4 TGFBR1 

ATR CDKN2A ESR1 GNA13 KEL NBN PMS1 RPS6KB2 TGFBR2 

ATRX CDKN2B ETV1 GNAQ KIT NCOR1 PMS2 RPTOR TMEM127 

AURKA CDKN2C ETV6 GNAS KLF4 NF1 PNRC1 RSPO2 TMPRSS2 

AURKB CEBPA EXOSC10 GPR124 KLHL6 NF2 POLD1 RUNX1 TNFAIP3 

AXIN1 CHD2 EZH2 GREM1 KMT2A NFE2L2 POLE RUNX1T1 TNFRSF14 

AXIN2 CHD4 FAM175A GRIN2A KMT2C NFKBIA POLR3A RYBP 1,00 TOP 

AXL CHEK1 FAM46C GRM3 KMT2D NKX2-1 POLR3B SDHA TOP2A 

B2M CHEK2 FANCA GSK3B KRAS NKX3-1 PPP2R1A SDHAF2 TP53 

BAP1 CIC FANCC H3F3A LATS1 NOTCH1 PPP2R2A SDHB TRAF7 

BARD1 CREBBP FANCD2 H3F3C LATS2 NOTCH2 PRDM1 SDHD TSC1 

BBC3 CRKL FANCE HGF LRP1B NOTCH3 PRKAR1A SETD2 TSC2 

BCL2 CRLF2 FANCF HIST1H1C LYN NPM1 PRKCI SF3B1 TSHR 

BCL2L1 CSF1R FANCL HIST1H3B LZTR1 NRAS PRKDC SH2D1A U2AF1 

BCL2L2 CTLA4 FANCM HNF1A MAD2L2 NSD1 PRSS8 SHH VEGFA 

BCL6 CTNNA1 FAS HRAS MAGI2 NTRK1 PTCH1 SHQ1 VHL 
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BCOR CTNNB1 FAT1 HSD3B1 MALT1 NTRK2 PTEN SLIT2 VTCN1 

BCORL1 CUL3 FBXW7 HSP90AA1 MAP2K1 NTRK3 PTPN11 SMAD2 WISP3 

BLM CYLD FGF10 ICOSLG MAP2K2 NUP93 PTPRD SMAD3 WT1 

BMPR1A DAXX FGF14 IDH1 MAP2K4 PAK1 PTPRS SMAD4 XIAP 

BRAF DCUN1D1 FGF19 IDH2 MAP3K1 PAK3 PTPRT SMARCA4 XPO1 

BRCA1 DDR2 FGF23 IFNGR1 MAP3K13 PAK7 QKI SMARCB1 YAP1 

BRCA2 DICER1 FGF3 IGF1 MAP3K5 PALB2 RAC1 SMARCD1 YES1 

BRD4 DIS3 FGF4 IGF1R MAPK1 PARK2 RAD50 SMO ZBTB2 

BRIP1 DNMT1 FGF6 IGF2 MAPK7 PARP1 RAD51 SNCAIP ZNF217 

BTG1 DNMT3A FGFR1 IKBKE MAX PAX5 RAD51B SOCS1 ZNF703 

BTK DNMT3B FGFR2 IKZF1 MCL1 PBRM1 RAD51C SOX10  

C11ORF30 DOT1L FGFR3 IL10 MDC1 PDCD1 RAD51D SOX17  

 

Tabla 3. Genes incluidos en panel VHIO-300. 

Los análisis tanto del panel Amplicon como del panel VHIO-300 se realizan en el 
laboratorio de Genómica de VHIO, bajo estándares de alta calidad con acreditación 
según la norma ISO 15189:2023, con alcance flexible (Acreditación nº: 1052/LE2022). 
 

4.4. ANÁLISIS DE MUESTRAS DE PLASMA 
Para obtención de plasma se ha utilizado el circuito establecido para plasmateca de 
VHIO que se detalla a continuación: 
A. Extracción de sangre 

1. Se hace coincidir la extracción con analíticas rutinarias programadas de la 
paciente para recoger las muestras en los tubos de plasmateca en el Hospital de 
Día (HD) del área de cáncer de mama. Se realiza mediante acceso venoso 
periférico o central line (PAC, PICC). 

2. La extracción de sangre se realiza en 3 tubos de EDTA de 9 ml, tratando de colmar 
los tubos en la medida de las posibilidades. Se invierten los tubos 8-10 veces 
inmediatamente tras la extracción. 

1. Las muestras son identificadas con la fecha de la extracción y el momento en que 
corresponde la extracción (ej.: basal, respuesta parcial (RP), Progresión de 
enfermedad (PD)…). Se codifica el ID de la paciente (ID = 3 primeros dígitos con 
el número de inclusión de forma consecutiva + 2 últimos dígitos con el número 
de muestras que se han obtenido en este mismo paciente). (Ej.: 001-01.  Primer 
paciente, primera muestra) 

3. En todos los casos posibles, es preferible procesar la muestra inmediatamente. 
En caso contrario, se deberá conservar la muestra en posición vertical a 4ºC y 
procesarla antes de las 2 horas.  

4. Se añade la identificación de la muestra a la base de datos de la plasmateca. 
B. Procesamiento del plasma 

1.   Primera centrifugación: Se centrifugan los 3 tubos de EDTA a 1600 g durante 10 
minutos a temperatura ambiente. Se transfiere el sobrenadante a un tubo Falcon 
vacío de 15 ml con una micropipeta.  
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2. Segunda centrifugación: Se centrifuga el plasma transferido al falcon a 3000 g 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Esta 2ª centrifugación es 
importante para remover cualquier residuo. Se transfiere el plasma 
sobrenadante con una micropipeta a 9 alícuotas de 1,5 ml.  

3. Se identifica cada alícuota de plasma para su almacenaje con el código de 
identificación del paciente tal y como se describe en el apartado previo de 
extracción. 

C. Almacenamiento del plasma 
 
Se colocan las alícuotas en una caja hidrofóbica, correctamente identificada, preparada 
para el almacenamiento de las muestras. Se congelan las muestras temporalmente en 
hielo seco y finalmente a -80ºC en el congelador del hospital de día de mama. Para 
mantener la integridad de la muestra, es recomendable que entre la centrifugación y su 
congelación no transcurra un tiempo superior a 1 hora. 
Se registran las muestras y la caja en la base de datos de seroteca.  Las cajas se 
identifican como “Mama + nº correlativo” 
Se Registran las cajas llenas en la base de datos de los ultracongeladores para que las 
muestras sean almacenadas en el congelador definitivo, ubicado en el edificio Cellex 
(VHIO) mediante un circuito específico creado con los celadores.  
 

4.4.1. Análisis moleculares 

4.4.1.1. Panel Guardant360 VHIO 
Para los análisis genómicos en muestras de plasma se ha utilizado el panel Guardant360 
VHIO como se describe brevemente a continuación: 
-A partir de la muestra de sangre, se obtiene el ADNct utilizando el kit QIAamp 
Circulating Nucleic Acid Kit, QIAGEN y siguiendo las instrucciones del fabricante. Entre 5 
y 30 ng de ADN extraído del plasma se utiliza para preparar librerías de secuenciación, 
las cuales son enriquecidas por captura híbrida utilizando el panel VHIO360 y 
secuenciadas en paralelo en una plataforma de Illumina, Inc. Concretamente, mediante 
un proceso automatizado, los fragmentos de ADN circulante se unen por ligación a 
adaptadores con identificadores de molécula única (Unique Molecular Identifiers – 
UMIs). Estos UMIs permiten la detección de errores de secuenciación y la detección de 
variantes a baja frecuencia alélica.  
Las lecturas de secuenciación se analizan utilizando un flujo de análisis propiedad de la 
empresa Guardant Health (Redwood City, CA, US). Se realiza un preprocesamiento de 
datos en que las lecturas brutas de secuenciación pasan por filtros de calidad y se alinean 
contra el genoma humano de referencia. Se aplican algoritmos avanzados para la 
identificación de variantes genómicas incluyendo mutaciones puntuales, 
inserciones/deleciones, fusiones génicas y variaciones en el número de copias. 
Los datos son revisados manualmente y la clasificación de las variantes identificadas se 
realiza utilizando bases de datos públicas disponibles (COSMIC, cBioPortal, ClinVar, 
etc..). 
Los genes incluidos en el panel se muestran en la tabla 4. 
 

 
Guardant 
VHIO360 panel  
de genes 
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AKT1 CCND2 ESR1 HRAS MET NTRK3 ROS1 

ALK CCNE1 EZH2 IDH1 MLH1 PDGFRA SMAD4 

APC CDH1 FBXW7 IDH2 MPL PIK3CA SMO 

AR CDK12 FGFR1 JAK2 MTOR PTEN STK11 

ARAF CDK4 FGFR2 JAK3 MYC PTPN11 TERT 

ARID1A CDK6 FGFR3 KIT NF1 RAF1 TP53 

ATM CDKN2A GATA3 KRAS NFE2L2 RB1 TSC1 

BRAF CTNNB1 GNA11 MAP2K1 NOTCH1 RET VHL 

BRCA1 DDR2 GNAQ MAP2K2 NPM1 RHEB  

BRCA2 EGFR GNAS MAPK1 NRAS RHOA  

CCND1 ERBB2 HNF1A MAPK3 NTRK1 RIT1  

Tabla 4. Genes incluidos en panel VHIO-300.  

Los análisis se realizan con el panel Guardant360 VHIO en el laboratorio de Genómica 
de VHIO, bajo estándares de alta calidad con acreditación según la norma ISO 
15189:2023, con alcance flexible (Acreditación nº: 1052/LE2022). 
 

4.5. GENERACIÓN DE MODELOS DE PDX 
Para la generación de modelos de PDX, previamente mediante el proceso de firma del 
consentimiento informado DISEÑO MOLECULAR DEL TRATAMIENTO PERSONALIZADO 
DEL CÁNCER DE MAMA (PR(AG) 20-2019), se le explica a las pacientes esta posibilidad.  
Si la paciente acepta, coincidiendo con la realización de una biopsia de tejido tumoral 
por motivos asistenciales o de ensayo clínico, se extrae un fragmento adicional de tejido 
que se recoge en el lugar de la biopsia, en fresco, por personal del laboratorio. 
Posteriormente, se implantan los fragmentos de tumores de mama procedentes de la 
paciente en la glándula mamaria de ratones, a los que se suplementó con 1 μM de 17ß-
estradiol (Sigma-Aldrich) en el agua de bebida. Se utilizan de uno a dos ratones por 
muestra para implantar las biopsias de pacientes, en función de su tamaño. Se trata de 
modelos murinos NOD.CB17-Prkdcscid/J (NOD/SCID) de seis a ocho semanas de edad 
adquiridos a Janvier Labs. Los ratones se mantuvieron y trataron de acuerdo con los 
protocolos aprobados por el Comité Ético para el Uso de Animales de Experimentación 
del Instituto de Oncología Vall d'Hebron el 25 de octubre de 2018 (código ético: CEA-
OH/10303/1). 

 

4.6. ESTADÍSTICA 
 

4.6.1. Bases de datos 
Los datos del proyecto se encuentran codificados en una base de datos de pacientes con 
CMM HER2 positivo creada en RedCap VHIO. 
El registro de los pacientes en la base de datos, las determinaciones histológicas y 
moleculares y el tratamiento se llevan a cabo en las instalaciones del HUVH/VHIO. Se 
revisan las historias clínicas de todas las pacientes para confirmar la exactitud de las 
variables registradas en la base de datos. Se recogen y registran los datos demográficos 
de los pacientes (edad, sexo, estatus menopáusico), antecedentes patológicos 
(comorbilidades), las características del tumor al diagnóstico (localización, estadificación 
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inicial, tipo histológico, grado, receptores de estrógenos y progesterona, HER2, Ki67, 
análisis moleculares realizados previamente), tratamientos previos recibidos 
(neoadyuvancia, cirugía, adyuvancia), las características de la enfermedad metastásica 
antes de iniciar el tratamiento específico anti-HER2 y en cada línea sucesiva (número y 
tipo de localizaciones metastásicas, estatus de HER2, material de tejido y/o plasma 
disponible), tratamiento recibido en cada línea (tipo de tratamiento anti-HER2 y otros 
tratamientos oncoespecíficos concomitantes, fecha de inicio y fin del tratamiento), 
resultado del tratamiento obtenido (mejor respuesta, motivo de interrupción del 
tratamiento y localizaciones tumorales a la progresión) y el estado vital (incluida la fecha 
y motivo de fallecimiento o del último seguimiento) de cada paciente en la fecha de 
cierre de la base de datos. 
 
Los resultados de los análisis anatomopatológicos y moleculares de las muestras se 
encuentran codificados en formato Excel. 
 

4.6.2. Variables clínicas y patológicas 
Las variables a estudio son: 
 
-  Tasa de respuesta: Porcentaje de pacientes que presentan respuesta a cada 
tratamiento considerando: 

- Respuesta Completa (RC): Desaparición de todas las lesiones tumorales, sin 
aparición de nuevas lesiones.  
- Respuesta Parcial (RP): Una disminución de al menos el 30% en la suma de los 
diámetros de las lesiones, tomando como referencia la suma inicial al comienzo 
del tratamiento. 
- Enfermedad Estable (EE): Situación en la que ni se cumplen los criterios de RP 
ni los de progresión de la enfermedad. Esto significa que no se observa una 
reducción suficiente para calificar como respuesta parcial, pero tampoco hay 
criterios de progresión. 
- Progresión de la Enfermedad (PE): Aumento del 20% de las lesiones tumorales 
o la aparición de nuevas lesiones. 
 

-  Tasa de beneficio clínico: La tasa de beneficio clínico (Clinical-Benefit Rate, CBR) se 
definió como el porcentaje de pacientes con enfermedad avanzada que logran, como 
mejor respuesta, una respuesta completa, respuesta parcial o enfermedad estable en 
un momento del tiempo. Para el estudio se evalua la tasa de beneficio clínico a 6 meses.  
 
-  Supervivencia libre de progresión (SLP): La SLP (Progression-free survival, PFS) se 
definió como el tiempo desde el inicio del tratamiento sistémico (para cada línea de 
tratamiento en enfermedad avanzada) hasta la progresión de la enfermedad o el 
fallecimiento por cualquier causa.  
 
-  Tiempo a la progresión (TTP): El TTP se calculó sólo para las líneas de tratamiento con 
progresión. Se definió como el tiempo desde el inicio del tratamiento sistémico (para 
cada línea de tratamiento en enfermedad avanzada) hasta la progresión de la 
enfermedad (o fecha de inicio de la siguiente línea o fallecimiento por cualquier causa).  
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-  Supervivencia global (SG): La SG (Overall surival, OS) se definió como el tiempo desde 
el inicio del primer tratamiento sistémico para la enfermedad avanzada hasta 
fallecimiento por cualquier causa.   
 
-  Resistencia primaria clínica: La resistencia primaria clínica se definió como la 
proporción de pacientes cuya mejor respuesta es EE durante ≤ de 4 meses (120 días) o 
PE. 
 
- Resistencia secundaria clínica: La resistencia secundaria clínica se definió como las 
adquiridas por las pacientes tras progresar a un tratamiento al menos > de 4 meses (120 
días). 
 
-          Mutaciones en tejido: Mutaciones detectadas por Amplicon y panel VHIO-300 
clasificadas como variantes de significado incierto (VUS), patogénicas y probablemente 
patogénicas. 
 
-          Mutaciones en ctDNA: Mutaciones detectadas por panel Guardant360 VHIO 
clasificadas como variantes de significado incierto (VUS), patogénicas y probablemente 
patogénicas. 
 
-          Amplificación/sobreexpresión de HER2 en tejido: Determinación de la expresión 
de la proteína HER2 o amplificación de ERBB2 por técnicas de IHQ/ISH según las 
recomendaciones de las guías ASCO/CAP.10 Determinación de la amplificación de ERBB2 
por Amplicon y por panel VHIO-300. 
 
-          Amplificación/sobreexpresión de HER2 en plasma: Determinación de la 
amplificación de ERBB2 por panel Guardant360 VHIO. 
 
-          Porcentaje de generación de PDX: Tasa de modelos murinos de PDX implantados 
en los que se genera un modelo de PDX viable. 
 
-          Porcentaje de respuesta en PDX: Tasa de reducción tumoral tras tratamiento en 
PDX. 
 
-          Tiempo a la progresión en PDX: Tiempo desde el inicio de tratamiento sistémico 
hasta la progresión tumoral. 
 
-          Supervivencia en PDX: Tiempo desde el inicio de tratamiento sistémico hasta el 
éxitus del PDX. 
 

4.6.3. Análisis estadístico descriptivo 
Se realiza un análisis descriptivo de las variables demográficas y basales de los pacientes 
con cáncer de mama HER2+ y enfermedad avanzada. Las variables categóricas se 
reportan en número absoluto y porcentaje, y las variables continuas en términos de 
media, desviación estándar (DE), mediana, rango y rango intercuartílico. 
Para el análisis de supervivencia (PFS y OS), se utilizó el método de Kaplan-Meier, 
presentando los resultados con un intervalo de confianza del 95% (95% CI). Para 
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determinar diferencias en los análisis de supervivencia, se usaron modelos de riesgos 
proporcionales de Cox univariables, estimando los hazard ratios (HR) con IC del 95% y 
valores de p. 
 Los análisis estadísticos se realizaron en el programa R, versión 4.3.1 mediante el uso 
de paquetes como dplyr (v 1.1.4), odytools (v 0.8.1.9000),  gtsummary (v 1.7.2),  survival 
(v 3.7.0) , survminer (v 0.4.9), ggsurvfit (v 1.1.0) y ggplot2  (v 3.5.1) 

 

4.6.4. Análisis estadístico genómico 
Para la obtención de datos genómicos interpretables, se procesan las muestras de 
ctDNA (analizadas por Guardant360 VHIO) de la siguiente manera: para que una 
mutación (SNVs) sea considerada, es necesario que call = 1, que somatic_call = “somatic” 
y que la entrada Classification no esté vacía. Para las copy-number, call = 1 se considera 
un evento gain y mayor que 1 se considera una amplificación.  
Para la estimación de tumor fraction en las muestras de Guardant360, se selecciona la 
frecuencia más alta de una alteración patogénica. Para calcular la frecuencia alélica 
máxima estimada de una muestra, se selecciona la máxima frecuencia de cualquier 
alteración. La clonalidad de cada alteración se calcula dividiendo la frecuencia alélica por 
la máxima frecuencia alélica de la muestra, y es considerada clonal o subclonal si resulta 
mayor o menor a 0.5, respectivamente. 
Para las muestras de tejido (analizadas con el Panel VHIO-300), las mutaciones (SNVs) 
son consideradas siempre que call_somatic = 1 y la entrada Classification no esté vacía. 
Para las copy-number, dado que call = 2 se considera el número normal de copias en 
células diploides, call = 1 corresponde a un evento loss y menor que 1 una deleción, así 
como call = 3 o 4 se considera un evento gain y mayor que 4 una amplificación.  
No se han incluido fusiones genómicas a causa de su baja detección. 
Debido a la falta de datos crudos de las muestras secuenciadas por Amplicon, estas no 
han podido ser incluidas en el análisis genómico.  
Para evaluar las correlaciones entre variables numéricas como el número de 
alteraciones, el número de genes alterados, las líneas de tratamiento, entre otros, se 
han construido modelos lineales generales. También se han utilizado correlaciones de 
Pearson y Spearman cuando ha sido necesario. Asimismo, se han empleado pruebas de 
Wilcoxon para los análisis y comparaciones entre grupos correspondientes. 
El procesamiento de datos genómicos y análisis estadístico ha sido desarrollado en R 
versión 4.4.2 (31-10-2024), mediante el uso de paquetes como dplyr (v 1.1.4)334, tidyr (v 
1.3.1)335, purrr336. Para la visualización se han utilizado paquetes como ggplot2337 (v 
3.5.1), ggpubr (v 0.6.0)338, ComplexHeatmap (v 2.20.0)339, eulerr (v 7.0.2)340, y funciones 
adaptadas de maftools (v 2.20.0)341.  
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5. RESULTADOS 
 

5.1. FLUJO DE PACIENTES Y MUESTRAS 
Se incluyen 107 pacientes de las cuales se realiza extracción seriada prospectiva de 608 
muestras de plasma.  
 
MUESTRAS PAREADAS: 
Se identifican 39 pacientes con muestras pareadas de tejido tumoral y plasma en el 
mismo momento temporal. Se excluyen 68 pacientes de las que no hay disponibles 
muestras pareadas. Las pacientes se distribuyen según el diagrama de flujo (figura 7): 
 

 
Figura 7. Diagrama de flujo de las pacientes de las pacientes incluidas en el proyecto. 

Se identifican 39 pacientes con 54 muestras pareadas de tejido y plasma disponibles 
para análisis, de las cuales 26 tienen 1 muestra, 11 tienen 2 muestras y 2 tienen 3 
muestras (figura 8). 
Se analizan 51 muestras de tejido en total. 
No es posible obtener resultados de 3 muestras de tejido porque el material no pasa el 
control de calidad para los análisis. 
De las muestras de tejido: 

- En 45 muestras provenientes de 35 pacientes es posible determinar HER2 por 
técnicas convencionales para valorar IHQ e ISH. De 6 pacientes no hay material 
suficiente disponible. De 43 pacientes se puede realizar H-score de HER2. Hay 8 
pacientes sin material suficiente disponible. 

- 12 muestras provenientes de 11 pacientes se analizan mediante Amplicon 
(resultados provenientes del programa de Prescreening asistencial de VHIO).  

- 44 muestras procedentes de 34 pacientes se analizan mediante panel VHIO-300, 
de las cuales 2 son resultados provenientes del programa de Prescreening 
asistencial y 42 se analizan dentro del proyecto. 

- Hay 5 muestras analizadas por Amplicon y panel VHIO-300. 
De las muestras de plasma: 

- Se analizan 52 muestras de 53, ya que una paciente tiene 2 muestras de tejido 
en el mismo momento temporal por lo que ambas tienen una misma muestra de 
plasma pareada. Se obtienen 49 muestras pareadas. 

- 1 muestra no pasa el control de calidad y no se analiza. 
- 2 muestras se analizan con resultados, pero provienen de la línea previa de 

tratamiento con respecto a la de tejido. 
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Figura 8. Diagrama de flujo de las pacientes y muestras pareadas incluidas en el proyecto. 

 

MUESTRAS DE PLASMA ADICIONALES: 
Se identifican 119 muestras de plasma correspondientes al inicio de alguna línea de 
tratamiento de las 39 pacientes incluidas en la cohorte de muestras pareadas (figura 9). 
Se analizan las 119 muestras de plasma, todas ellas con panel Guardant360 VHIO, de las 
cuales 3 no pasan control de calidad y no se obtienen resultados. Todas las muestras se 
analizan dentro del proyecto.   
 

 

Figura 9. Diagrama de flujo de las muestras de biopsia líquida (Guardant) incluidas en el proyecto. 

 

 
 
 
MUESTRAS DE TEJIDO PARA GENERACIÓN DE PDX: 
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En 49 biopsias de tejido realizadas a las 107 pacientes dentro del proyecto se obtiene 
material extra para la generación de PDX (figura 10). Se implantan 49 de los cuales 13 
son viables. 

 
Figura 10. Diagrama de flujo de las biopsias realizadas para implantación en modelos de PDX 

 

5.2. CARACTERÍSTICAS DE LAS PACIENTES 
A continuación, se describen las características de las 39 pacientes de las que se dispone 
de muestras pareadas para su análisis (tabla 5). 
Todas las pacientes incluidas, presentaban un cáncer de mama estadio IV en tratamiento 
anti-HER2 en el momento de la inclusión y todas ellas eran de sexo femenino.  
La mediana de edad al diagnóstico de las pacientes era de 49 años con un rango de 29 a 
85 años. La mediana de edad de inclusión en el proyecto era de 53 años con un rango 
de 33 a 87 años. Hay 21 pacientes (54%) postmenopáusicas y 18 (46%) 
premenopáusicas.  
Hay 9 pacientes (23%) con comorbilidades cardiovasculares, pulmonares o diabetes 
mellitus. La mayoría de las pacientes presentaban tumores unilaterales, 34 (87%), 
aunque había un 13% de bilateralidad, en 5 pacientes.  
Se incluyen 13 pacientes (33%) que se habían diagnosticado con enfermedad 
metastásica de debut.  
Habían recibido tratamiento neoadyuvante basado en quimioterapia 14 pacientes 
(36%), de las cuales 10 pacientes (71%) habían sido tratadas con antraciclinas. Respecto 
al tratamiento anti-HER2, lo recibieron 9 pacientes (64%) asociado a tratamiento 
neoadyuvante, todas recibieron al menos trastuzumab, 4 pacientes pertuzumab y 
ninguna recibió otros tratamientos anti-HER2.  
La cirugía del tumor primario se había practicado a un total de 26 de las 39 pacientes 
(67%) incluidas. De ellas, 24 de 26 pacientes (92%) fueron intervenidas en el ámbito de 
enfermedad temprana y 2 pacientes de 13 (15%) pacientes con metástasis de novo en 
el ámbito metastásico.  
Respecto a tratamiento adyuvante, 23 pacientes (59%) lo recibieron. La quimioterapia 
adyuvante se administró a 11 pacientes (48%) de las cuales 9 pacientes (82%), recibieron 
antraciclinas. 12 pacientes (52%) recibieron tratamiento anti-HER2 adyuvante, 11 (28%) 
trastuzumab y 1 (2,6%) T-DM1. Recibieron tratamiento hormonal adyuvante 16 
pacientes (70%), de las cuales 13 (33%) basado en tamoxifeno, 3 (7.7%) inhibidor de 
aromatasa y 1 (2.6%) supresión ovárica. 20 pacientes (87%) fueron tratadas con 
radioterapia adyuvante. 
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Las localizaciones de progresión metastásica o de novo en las 39 pacientes fueron en 27 
(69%) mama, 16 (41%) hígado, 8 (21%) pulmón, 24 (62%) adenopatías, 18 (46%) , ósea, 
2 (5.1%) cerebro,  5 (13%) letálides y 4 (10%) en otras localizaciones. 
A la progresión había 5 pacientes (12.8%) que habían cambiado su estatus de HER2, 4 
(80%) a HER2 positivo y 1 (20%) a HER2 negativo. 23 pacientes (59%) presentaban 
metástasis viscerales de inicio.  
La mediana de líneas de tratamiento recibidos en el ámbito metastásico fue de 6 con un 
rango (1-14), 5 (13%) pacientes recibieron ⋜ 2líneas, 13 (33%) > 2 y ⋜ 5 y 21 (54%) > 5 
líneas. 
El estatus en el último seguimiento de las pacientes fue de 9 (23%) vivas y 30 (77%) 
éxitus. Las causas de éxitus fueron progresión de enfermedad en 29 (97%) pacientes,  1 
(3.3%) sin tratamiento activo por una infección respiratoria, no hubo ninguna muerte 
por toxicidad. 
 

Características de las pacientes  N (%) 

Sexo, n (%) 39  

    Femenino  39 (100%) 

    Masculino  0 (0%) 

Edad al diagnóstico 39  

    Media (DE)  47.9 (11.5) 

    Mediana (25%,75%)  49.3 (42.1,53.7) 

    Rango  29.4 - 85.1 

Edad a la firma de CI 37  

    Media (DE)  54.1 (11.4) 

    Mediana (25%,75%)  53.7 (45.7,61.9) 

    Rango  33.0 - 87.9 

    (Desconocido)  2 

Estado menopáusico, n (%) 39  

Premenopáusica  18 (46%) 

Postmenopáusica  21 (54%) 

Segundas neoplasias, n (%) 39 6 (15%) 

Hábito tabáquico, n (%) 39  

    Fumador actual  6 (15%) 

    Exfumador  10 (26%) 

   No fumador  23 (59%) 

Patología cardiovascular (hipertensión, insuficiencia cardíaca,  
etc.), n (%) 

39 7 (18%) 

 Patología pulmonar (EPOC, disnea de esfuerzo, etc.), n (%) 39 1 (2.6%) 

Patología renal, n (%) 39 0 (0%) 

Diabetes mellitus?, n (%) 39 1 (2.6%) 

Bilateralidad, n (%) 39  

    Unilateral  34 (87%) 

    Bilateral  5 (13%) 

Lateralismo:, n (%) 34  

    Derecho  18 (53%) 

    Izquiedo  16 (47%) 

    (Desconocido)  5 

Debut metastásico, n (%) 39 13 (33%) 

Tratamiento neoadyuvante previo, n (%) 39 14 (36%) 

Quimioterapia neoadyuvante, n (%) 14 14 (100%) 

    No se administra  25 

Antraciclinas neoadyuvantes, n (%) 14 10 (71%) 

    No se administran  25 

 Anti-HER2 neoadyuvante, n (%) 14 9 (64%) 

    No se administra  25 
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Características de las pacientes  N (%) 

Trastuzumab, n (%) 39 9 (23%) 

Pertuzumab, n (%) 39 4 (10%) 

Lapatinib, n (%) 39 0 (0%) 

Cirugía del tumor primario, n (%) 39  

    Sí total  26 (67%) 

   Sí, en enfermedad temprana 26 24 (92%) 

   Sí, en enfermedad metastásica 13 2 (15%) 

    No  13 (33%) 

Tratamiento adyuvante, n (%) 39 23 (59%) 

Quimioterapia adyuvante, n (%) 23 11 (48%) 

    No se administra  16 

Antraciclinas adyuvantes, n (%) 11 9 (82%) 

    No se administran  28 

Anti-HER2 adyuvante, n (%) 23 12 (52%) 

No se administra  16 

Trastuzumab, n (%) 39 11 (28%) 

Pertuzumab, n (%) 39 0 (0%) 

Lapatinib, n (%) 39 0 (0%) 

Neratinib, n (%) 39 0 (0%) 

T-DM1, n (%) 39 1 (2.6%) 

Terapia hormonal adyuvante, n (%) 23 16 (70%) 

    No se administra  16 

Tamoxifeno, n (%) 39 13 (33%) 

Inhibidores de aromatasa, n (%) 39 3 (7.7%) 

Supresión ovárica, n (%) 39 1 (2.6%) 

Radioterapia adyuvante, n (%) 23 20 (87%) 

    No se administra  16 

Localizaciones de progresión a M1 o de M1 de novo, n (%) 39 39 (100%) 

Mama, n (%) 39 27 (69%) 

Hígado, n (%) 39 16 (41%) 

Pulmón, n (%) 39 8 (21%) 

Adenopatías, n (%) 39 24 (62%) 

Ósea, n (%) 39 18 (46%) 

Cerebro, n (%) 39 2 (5.1%) 

Letálides, n (%) 39 5 (13%) 

Otras, n (%) 39 4 (10%) 

Estado HER2 ha cambiado a HER2+ o HER2- después de la primera progresión, 
n (%) 

39 5 (13%) 

Cambio de estado HER2?, n (%) 5  

    Cambio a HER2+ (positivo)  4 (80%) 

    Cambio a HER2- (negativo))  1 (20%) 

    Sin cambio  34 

Número de líneas de tratamiento enfermedad metastásica 39  

    Mediana  (DE)1  6.3 (3.6) 

    Mediana (25%,75%)  6.0 (4.0,8.0) 

    Rango  1.0 - 14.0 

Número de líneas de tratamiento enfermedad metastásica agrupada, n (%) 39  

    > 2 & ⋜ 5  13 (33%) 

    > 5  21 (54%) 

    ⋜ 2  5 (13%) 

Metastasis visceral al debut  n (%) 39 23 (59%) 

Estado en el último seguimiento, n (%) 39  

    Viva  9 (23%) 

    Éxitus  30 (77%) 

Motivo de exitus, n (%) 29  

    Progresión Enfermedad  29 (97%) 
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Características de las pacientes  N (%) 

    Toxicidad  0 (0%) 

   Infección respiratoria  1 (3.3%) 

   

Tabla 5. Características de las pacientes. 1 M1: Metástasis.   2DE: Desviación estándar 

 

CARACTERÍSTICAS DE LOS TUMORES AL DIAGNÓSTICO DE LAS PACIENTES 
En la muestra de 39 pacientes incluidas, se diagnostican 44 tumores debido a la 
bilateralidad, cuyas características se incluyen en la tabla 6. 
La estadificación de los tumores al diagnóstico fue de 2 (4.5%) en estadio 0, 5 (11%) en 
IA, 7 (16%) en IIA, 4 (9.1%) en IIB, 6 (14%) en IIIA, 1 (2.3%) en IIIB, 3 (6.8%) en IIIC y 16 
(36%) en estadio IV.  
La focalidad observada en los tumores fue en 33 (75%) unifocal, en 2 (4.5%) multifocal, 
en 5 (11%) multicéntrico y en 4 (9.1%) desconocido.  
Respecto al tipo histológico, la mayoría de los tumores 41 (93%) eran ductales, 1 (2.3%) 
lobular, 1 (2.3%) mixto y 1 (2.3%) de otra estirpe. El grado histológico observado fue 
grado 1 en 1 (2.3%) tumor, grado 2 en 19 (43%), grado 3 en 12 (27%) y desconocido en 
12 (27%) tumores.  
En la IHQ observada para el receptor de estrógenos fue positivo en 25 (57%) de los 
tumores, negativo en 18 (41%) y desconocido en 1 (2.3%). Respecto al porcentaje de 
receptor de estrógeno la mediana fue de 70% y el rango (0-100). Para el receptor de 
progesterona, fue positivo en 23 (52%) de los tumores, negativo en 20 (45%) y 
desconocido en 1 (2.3%). La mediana de porcentaje de receptor de progesterona 
observada fue de 43% con un rango (0-100). En relación con el estatus de HER2 en los 
44 tumores, fue negativo en 10 (23%), positivo en 31 (70%) y desconocido en 3 (6.8%). 
La IHQ de HER2 en los tumores primarios fue de 0 en 1 (2.3%), +1 en 2 (4.5%), +2 en 6 
(14%), +3 en 23 (52%), y desconocida en 12 (27%). Había 8 (18%) de tumores con ISH 
para HER2 positivo y 36 (82%) no realizado. Para el ki67 la mediana fue de 32 con un 
rango de 5-90 para los 31 tumores de los que se disponía del resultado. 
El subtipo intrínseco subrogado según el resultado de IHQ fue de  HER2 POSITIVO 
luminal en 13 (30%) de los tumores, HER2 POSITIVO no luminal en 18 (41%), luminal A 
en 3 (6.8%), luminal B en 7 (16%), luminal (no especificado) en 2 (4.5%) y desconocido 
en 1 (2.3%). 
En 29 de los tumores se realizó cirugía, en 3 (10%) mediante mastectomía con biopsia 
selectiva de ganglio centinela (BSGC), 6 (21%) con mastectomía con linfadenectomía, 11 
(38%) con mastectomía radical modificada, 8 (28%) mediante tumorectomía con BSGC 
y 1 (3.4%) otra técnica. No se realizó tratamiento quirúrgico en 15 tumores. En los 15 
tumores de los que se dispone de información postneoadyuvancia, ninguno había 
alcanzado pCR. 
  
 
 
 
 

Característica N N (%) 

Estadificación al diagnóstico n (%) 44  

    0  2 (4.5%) 

    IA  5 (11%) 
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Característica N N (%) 

    IIA  7 (16%) 

    IIB  4 (9.1%) 

    IIIA  6 (14%) 

    IIIB  1 (2.3%) 

    IIIC  3 (6.8%) 

    IV  16 (36%) 

Tipo Histológico, n (%) 44  

    Ductal  41 (93%) 

    Lobular  1 (2.3%) 

    Mixto  1 (2.3%) 

    Otro  1 (2.3%) 

Focalidad, n (%) 44  

    Multicéntrico  5 (11%) 

    Multifocal  2 (4.5%) 

    Unifocal  33 (75%) 

    Desconocido  4 (9.1%) 

Grado Histológico, n (%) 44  

    1  1 (2.3%) 

    2  19 (43%) 

    3  12 (27%) 

    Desconocido  12 (27%) 

Porcentaje Receptor Estrógeno 25  

    Media (DE)1  51 (41) 

    Mediana (25%,75%)  70 (5,90) 

    Rango  0 - 100 

Positividad Receptor Estrógeno, n (%) 44  

    Negativo  18 (41%) 

    Positivo  25 (57%) 

   Desconocido  1 (2.3%) 

Porcentaje Receptor Progesterona 22  

    Media (DE)1  43 (41) 

    Mediana (25%,75%)  43 (0,83) 

    Rango  0 - 100 

Positividad Receptor Progesterona, n (%) 44  

    Negativo  20 (45%) 

    Positivo  23 (52%) 

    Desconocido  1 (2.3%) 

Estatus HER2 , n (%) 44  

    Negativo  10 (23%) 

    Positivo  31 (70%) 

    Desconocido  3 (6.8%) 

IHQ2 HER2, n (%) 44  

    +1  2 (4.5%) 

    +2  6 (14%) 

    +3  23 (52%) 

    0  1 (2.3%) 

    Desconocida  12 (27%) 

ISH3 HER2, n (%) 44  

    Positivo  8 (18%) 

   Desconocido  36 (82%) 

ki67 31  

    Media (DE)  39 (24) 

    Mediana (25%,75%)  32 (20,55) 

    Rango  5 - 90 

Subtipo intrínseco subrogado, n (%) 44  

    HER2+ Luminal  13 (30%) 
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Característica N N (%) 

    HER2+ No Luminal  18 (41%) 

    Luminal A  3 (6.8%) 

    Luminal B  7 (16%) 

    Luminal (no especificado)  2 (4.5%) 

    Desconocido  1 (2.3%) 

Cirugía, n (%) 29  

    Mastectomía con BSGC4  3 (10%) 

    Mastectomía con Linfadenectomía  6 (21%) 

    Mastectomía Radical Modificada  11 (38%) 

    Otra  1 (3.4%) 

    Tumorectomía con BSGC  8 (28%) 

    No realizada  15 

RCB postneoadyuvancia, n (%) 15  

    RCB II  3 (20%) 

    Desconocido  12 (80%) 

pCR postneoadyuvancia, n (%) 15  

    No  13 (87%) 

    Desconocido  2 (13%) 

   

Tabla 6. Características de los tumores al diagnóstico de las pacientes.1DE: Desviación estándar; 2IHQ: Inmunohistoquímica; 
3ISH: Hibridación in situ; 4BSGC: Biopsia Selectiva Ganglio Centinela. 

5.3. CARACTERÍSTICAS DE LAS LÍNEAS DE TRATAMIENTO PARA ENFERMEDAD 
METASTÁSICA RECIBIDAS POR LAS PACIENTES 
 
Las 39 pacientes incluidas han recibido al menos un tratamiento anti-HER2 en el ámbito 
de la enfermedad metastásica. La mediana de líneas de tratamiento recibidos en el 
ámbito metastásico fue de 6 con un rango (1-14). 
La mediana de seguimiento de las pacientes desde el inicio de tratamiento anti-HER2 en 
primera línea hasta el último seguimiento de 51.7 meses con un rango de 20 a 185 
meses. La mediana de seguimiento desde la inclusión en el proyecto es de 35 meses con 
un rango de 5.6 a 95 meses. 
Las 39 pacientes reciben un total de 244 tratamientos. Son tratadas 39 pacientes en 
primera línea (1L), 35 en 2L, 34 en 3L, 30 en 4L, 25 en 5L, 21 en 6L, 16 en 7L, 15 en 8L, 8 
en 9L, 7 en 10L, 5 en 11L, 5 en 12L, 2 en 13L y 2 en 14L. Las terapias anti-HER2 recibidas 
por tratamiento fueron trastuzumab en 118 (48%), pertuzumab en 30 (12%), 
zanidatamab (ZW25) en 5 (2%) , margetuximab en 1 (0.4%), zenocutuzumab (MCLA-128) 
en 1 (0.4%), trastuzumab duocarmazina (SYD985) en 10 (4%), trastuzumab deruxtecan 
(TDXd) en 25 (10%), lapatinib en 13 (5%), neratinib en 2 (0.8%), tucatinib en 10 (4%) y 
dasatinib en 1 (0.4%) tratamiento. 
 
TRATAMIENTOS RECIBIDOS POR LÍNEA DE TRATAMIENTO 
Las pacientes van recibiendo distintos tratamientos a lo largo de las diferentes líneas de 
tratamiento. Reciben tanto tratamientos específicos anti-HER2 como otros tratamientos 
no anti-HER2. Los tratamientos se administraron considerando la mejor opción 
terapéutica para la paciente en cada momento, recibiendo así tratamiento asistencial o 
un tratamiento experimental dentro de un estudio clínico con terapias dirigidas contra 
HER2 (tablas 7 y 8).  
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Se agrupan los tratamientos recibidos en monoterapia y en las combinaciones más 
utilizadas y relevantes. Se denominan y codifican como Cleopatra group: taxano- 
trastuzumab-pertuzumab, HT: hormonoterapia,  iCDK: inhibidor de ciclinas,  Ipi3k_Akt: 
Inhibidor PI3K/AKT, QT: quimioterapia, SYD985: trastuzumab duocarmacina, TDM1: 
trastuzumab emtansina, TDXd: trastuzumab deruxtecan, TKI: Inhibidor tirosina quinasa, 
TZ: trastuzumab, TZ_HT: trastuzumab-hormonoterapia, TZ_iCDK: trastuzumab -
inhibidor de ciclinas-hormonoterapia, TZ_QT: trastuzumab-quimioterapia, TZ_QT_HT: 
trastuzumab-quimioterapia-hormonoterapia. 
 
En 1L, de las 39 pacientes, 33 (85%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 27 (69%) 
reciben trastuzumab, 21 (54%) pertuzumab, 2 (5.1%) trastuzumab emtansina (T-DM1), 
2 (5.1%) trastuzumab deruxtecan (T-DXd), 2 (5.1%) lapatinib y 1 (2.6%) dasatinib.  
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 21 
(54%) reciben Cleopatra: taxano- trastuzumab-pertuzumab, 3 (7.7%) TKi, 2 (5.1%) HT, 2 
(5.1%) iCDK, 2 (5.1%) QT, 2 (5.1%) TZ_QT_HT. 
Hay 27 (69%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 12 (31%) tratadas en 
ensayo clínico. Ninguna paciente fue tratada en uso compasivo. 
 
En 2L, de las 35 pacientes, 30 (86%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 19 (54%) 
reciben T-DM1, 7 (20%) trastuzumab, 3 (8.6%) pertuzumab, 3 (8.6%) lapatinib, 1 (2.9%) 
TDXd, 1 (2.9%) trastuzumab duocarmacina (SYD-985). 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 3 
(8.6%) reciben Cleopatra, 1 (2.9%) HT, 1 (2.9%) iCDK, 1 (2.9%) Ipi3k_Akt, 1 (2.9%) QT, 3 
(8.6%) TKi, 3 (8.6%) TZ_QT.  
Hay 26 (74%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 8 (23%) tratadas en 
ensayo clínico. Una paciente (2.9%) fue tratada en uso compasivo. 
 
En 3L, de las 34 pacientes, 32 (94%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 18 (53%) 
reciben trastuzumab, 5 (15%) T-DM1, 5 (15%) T-DXd, 3 (8.8%) pertuzumab, 3 (8.8%) 
lapatinib, 2 (5.9%) tucatinib, 1 (2.9%) neratinib, 1 (2.9%) margetuximab. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 3 
(8.8%) Cleopatra, 1 (2.9%) HT, 2 (5.9%) QT, 6 (18%) TKI, 11 (32%) TZ_QT, 1 (2.9%) 
TZ_QT_HT. 
Hay 16 (47%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 17 (50%) tratadas en 
ensayo clínico. Una paciente (2.9%) fue tratada en uso compasivo. 
 
En 4L, de las 30 pacientes, 25 (83%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 16 (53%) 
reciben trastuzumab, 4 (13%) tucatinib, 3 (10%) T-DXd, 3 (10%) SYD-985, 3 (10%) 
lapatinib, 2 (6.7%) T-DM1. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 
(3.4%) iCDK, 1 (3.4%) Ipi3k_Akt, 2 (6.9%) QT, 7 (24%) TKI, 1 (3.4%) TZ, 1 (3.4%) TZ_iCDK, 
8 (28%) TZ_QT. 
Hay 14 (47%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 14 (47%) tratadas en 
ensayo clínico. Dos pacientes (6.7%) fueron tratadas en uso compasivo. 
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En 5L, de las 25 pacientes, 24 (96%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 15 (60%) 
reciben trastuzumab, 6 (24%) T-DXd, 2 (8%) tucatinib, 2 (8%) zanidatamab, 1 (4%) 
pertuzumab, 1 (4%) lapatinib. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 (4%) 
Cleopatra, 1 (4%) HT, 1 (4%) iCDK, 1 (4%) QT, 3 (12%) TKI, 1 (4%) TZ_HT, 11 (44%) TZ_QT. 
Hay 14 (56%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 9 (36%) tratadas en 
ensayo clínico. Dos pacientes (8%) fueron tratadas en uso compasivo 
 
En 6L, de las 21 pacientes, 17 (81%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 10 (48%) 
reciben trastuzumab, 3 (14%) T-DM1, 3 (14%), SYD-985, 1 (4.8%) tucatinib, 1 (4.8%) 
zanidatamab. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 (5%) 
HT, 1 (5%) iCDK, 2 (10%) Ipi3k_Akt, 2 (10%) QT, 1 (5%) TKI, 2 (10%) TZ_HT, 5 (25%) TZ_QT. 
Hay 11 (55%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 8 (40%) tratadas en 
ensayo clínico. Una paciente (5%) fue tratada en uso compasivo. 
 
En 7L, de las 16 pacientes, 15 (94%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 10 (63%) 
reciben trastuzumab, 3 (19%) T-DXd, 1 (6.3%) MCLA-128. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 
(6.7%) Ipi3k_Akt, 2 (13%) QT, 1 (6.7%) TZ_HT, 8 (53%) TZ_QT. 
Hay 10 (63%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 4 (25%) tratadas en 
ensayo clínico. Dos pacientes (13%) fueron tratadas en uso compasivo. 
 
En 8L, de las 15 pacientes,10 (67%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 4 (27%) 
reciben trastuzumab, 2 (13%) T-DXd, 1 (6.7%) T-DM1, 1 (6.7%) SYD-985, 1 (6.7%) 
zanidatamab, 1 (6.7%) neratinib. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 
(6.7%) HT, 2 (13%) iCDK, 1 (6.7%) Ipi3k_Akt, 3 (20%) QT, 1 (6.7%) TKI, 3 (20%) TZ_QT. 
Hay 8 (53%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 3 (20%) tratadas en 
ensayo clínico. Cuatro pacientes (27%) fueron tratadas en uso compasivo. 
 
En 9L, de las 8 pacientes, 6 (75%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 5 (63%) reciben 
trastuzumab, 1 (13%) T-DXd, 1 (13%) pertuzumab. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 (13%) 
Cleopatra, 1 (13%) HT, 1 (13%) iCDK, 1 (13%) TZ_iCDK, 3 (38%) TZ_QT. 
Hay 6 (75%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 2 (25%) tratadas en 
ensayo clínico. Ninguna paciente fue tratada en uso compasivo. 
 
En 10L, de las 7 pacientes, 4 (57%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 1 (14%) recibe 
trastuzumab, 1 (14%) T-DM1, 1 (14%) T-DXd, 1 (14%) zanidatamab. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 (14%) 
HT, 1 (14%) iCDK, 2 (29%) QT, 1 (14%) TZ_QT. 
Hay 5 (71%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 1 (14%) tratadas en 
ensayo clínico. Una paciente (14%) fue tratada en uso compasivo. 
 
En 11L, de las 5 pacientes, 4 (80%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 2 (40%) 
reciben trastuzumab, 1 (20%) pertuzumab, 1 (20%) lapatinib, 1 (20%) SYD-985. 
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Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 (20%) 
QT, 1 (20%) TKI, 1 (20%) TZ_HT, 1 (20%) TZ_QT. 
Hay 3 (60%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 2 (40%) tratadas en 
ensayo clínico. Ninguna paciente fue tratada en uso compasivo. 
 
En 12L, de las 5 pacientes, 3 (60%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 2 (40%) 
reciben trastuzumab, 1 (20%) T-DXd, 1 (20%) tucatinib. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 2 (40%) 
QT, 1 (20%) TKI, 1 (20%) TZ_QT_HT. 
Hay 4 (80%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 1 (20%) tratadas en 
ensayo clínico. Ninguna paciente fue tratada en uso compasivo. 
 
En 13L, de las 2 pacientes, 2 (100%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 1 (50%) 
recibe trastuzumab y 1 (50%) SYD-985. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 (50%) 
TZ_QT.  
Hay 1 (50%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y 1 (50%) tratadas en 
ensayo clínico. Ninguna paciente fue tratada en uso compasivo. 
 
En 14L, de las 2 pacientes, 1 (50%) reciben tratamiento anti-HER2. De ellas 1 (50%) recibe 
trastuzumab. 
Respecto a las combinaciones de tratamiento y otros tratamientos no anti-HER2, 1 
(100%) TZ_HT. 
Hay 1 (50%) de pacientes tratadas con tratamiento asistencial y ninguna tratada en 
ensayo clínico. Una paciente (50%) fue tratada en uso compasivo. 
 
Considerando todas las pacientes tratadas contratamiento asistencial por cada línea de 
tratamiento, la media sería de 10.43 pacientes con una DE de 8.41 y una mediana de 9 
que se corresponde con un 60.71% de pacientes de media con una DE de 11% y una 
mediana de 58%. 
Si tenemos en cuenta todas las pacientes tratadas en ensayo clínico a lo largo de las 
líneas de tratamiento, la media sería de 5.86 pacientes por línea con una DE de 5.41 y 
una mediana de 3.5 pacientes, que a su vez se correspondería con una media de un 30% 
de pacientes con DE de 15.18 por línea y una mediana del 28%.  
Para las pacientes tratadas en uso compasivo, la media sería de 1.07 pacientes por línea 
con una DE de 1.14 y una mediana de 1 que se correspondería con un 9.25% de media 
con una DE de 13.92 y una mediana de 3.95%. 
 

Tratamiento 
anti-HER2  
por línea  

1L 
N= 39 

2L 
N= 35 

3L 
N= 34 

4L 
N= 30 

5L 
N= 25 

6L, 
N= 21 

7L 
N= 16 

8L 
N= 15 

9L 
N= 8 

10L 
N= 7 

11L 
N= 5 

12L 
N= 5 

13L 
N= 2 

14L 
N= 2 

ANTICUERPOS               

Trastuzumab,  
n (%) 

27 
(69%) 

7 
(20%) 

18 
(53%) 

16 
(53%) 

15 
(60%) 

10 
(48%) 

10 
(63%) 

4 
(27%) 

5 
(63%) 

1 
(14%) 

2 
(40%) 

2 
(40%) 

1 
(50%) 

1 
(50%) 

Pertuzumab,  
n (%) 

21 
(54%) 

3 
(8.6%) 

3 
(8.8%) 

- 
1 

(4.0%) 
- - - 

1 
(13%) 

- 
1 

(20%) 
- - - 

Margetuximab, 
n (%) 

- - 
1 

(2.9%) 
- - - - - - - - - - - 

Zanidatamab 
(ZW25), n (%) 

- - - - 
2 

(8.0%) 
1 

(4.8%) 
- 

1 
(6.7%) 

- 
1 

(14%) 
- - - - 
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Tratamiento 
anti-HER2  
por línea  

1L 
N= 39 

2L 
N= 35 

3L 
N= 34 

4L 
N= 30 

5L 
N= 25 

6L, 
N= 21 

7L 
N= 16 

8L 
N= 15 

9L 
N= 8 

10L 
N= 7 

11L 
N= 5 

12L 
N= 5 

13L 
N= 2 

14L 
N= 2 

Zenocutuzumab 
(MCLA-128),  
n (%) 

- - - - - - 
1 

(6.3%) 
- - - - - - - 

ADCs               

Trastuzumab 
emtansina  
(T-DM1), n (%) 

2 
(5.1%) 

19 
(54%) 

5 
(15%) 

2 
(6.7%) 

- 
3 

(14%) 
- 

1 
(6.7%) 

- 
1 

(14%) 
- - - - 

Trastuzumab 
deruxtecan 
(TDXd), n (%) 

2 
(5.1%) 

1 
(2.9%) 

5 
(15%) 

3 
(10%) 

6 
(24%) 

- 
3 

(19%) 
2 

(13%) 
1 

(13%) 
1 

(14%) 
- 

1 
(20%) 

- - 

trastuzumab 
duocarmazina 
(SYD985), n (%) 

- 
1 

(2.9%) 
- 

3 
(10%) 

- 
3 

(14%) 
- 

1 
(6.7%) 

- - 
1 

(20%) 
- 

1 
(50%) 

- 

TKIs               

Lapatinib, n (%) 
2 

(5.1%) 
3 

(8.6%) 
3 

(8.8%) 
3 

(10%) 
1 

(4.0%) 
- - - - - 

1 
(20%) 

- - - 

Neratinib, n (%) - - 
1 

(2.9%) 
- - - - 

1 
(6.7%) 

- - - - - - 

Tucatinib, n (%) - - 
2 

(5.9%) 
4 

(13%) 
2 

(8.0%) 
1 

(4.8%) 
- - - - - 

1 
(20%) 

- - 

Dasatinib, n (%) 
1 

(2.6%) 
- - - - - - - - - - - - - 

               

Tabla 7. Tratamientos específicos anti-HER2 por cada línea de tratamiento 

 
Tipo de 
tratamiento 
por línea 

1L 
N= 39 

2L 
N= 35 

3L 
N= 34 

4L 
N= 30 

5L 
N= 25 

6L 
N= 21 

7L 
N= 16 

8L 
N= 15 

9L 
N= 8 

10L 
N= 7 

11L 
N= 5 

12L 
N= 5 

13L 
N= 2 

14L 
N= 2 

Grupo de 
combinaciones 
anti-HER2 

              

    Cleopatra 
group1 

21 
(54%) 

3 
(8.6%) 

3 
(8.8%) 

- 
1 

(4.0%) 
- - - 

1 
(13%) 

- - - - - 

    TZ_QT2 
3 

(7.7%) 
3 

(8.6%) 
11 

(32%) 
8 

(28%) 
11 

(44%) 
5 

(25%) 
8 

(53%) 
3 

(20%) 
3 

(38%) 
1 

(14%) 
1 

(20%) 
- 

1 
(50%) 

- 

    TZ_QT_HT13 
2 

(5.1%) 
- 

1 
(2.9%) 

- - - - - - - - 
1 

(20%) 
- - 

    TZ_HT4 - - - - 
1 

(4.0%) 
2 

(10%) 
1 

(6.7%) 
- - - 

1 
(20%) 

- - 
1 

(100%) 

    TDM15 
2 

(5.1%) 
19 

(54%) 
5 

(15%) 
2 

(6.9%) 
- 

3 
(15%) 

- 
1 

(6.7%) 
- 

1 
(14%) 

- - - - 

    TdXd6 
2 

(5.1%) 
1 

(2.9%) 
5 

(15%) 
3 

(10%) 
6 

(24%) 
- 

3 
(20%) 

2 
(13%) 

1 
(13%) 

1 
(14%) 

- 
1 

(20%) 
- - 

    SYD9857 - 
1 

(2.9%) 
- 

3 
(10%) 

- 
3 

(15%) 
- 

1 
(6.7%) 

- - 
1 

(20%) 
- 

1 
(50%) 

- 

    TKi8 
3 

(7.7%) 
3 

(8.6%) 
6 

(18%) 
7 

(24%) 
3 

(12%) 
1 

(5.0%) 
- 

1 
(6.7%) 

- - 
1 

(20%) 
1 

(20%) 
- - 

               

Tabla 8. Grupos de tratamiento anti-HER2 por cada línea metastásica. 1Cleopatra group: taxano- trastuzumab-pertuzumab,  2TZ_QT: 

trastuzumab-quimioterapia, 3TZ_QT_HT: trastuzumab-quimioterapia-hormonoterapia, 4TZ_HT: trastuzumab-hormonoterapia, 5TDM1: trastuzumab 
emtansina, 6TdXd: trastuzumab deruxtecan, 7SYD985: trastuzumab duocarmacina, 8TKI: Inhibidor tirosina quinasa.  

5.4. ANÁLISIS DE LA SUPERVIVENCIA  
 
RESPUESTA Y TIEMPO A LA PROGRESIÓN (TTP) POR LÍNEA DE TRATAMIENTO 

Se recoge la evaluación de la respuesta a cada línea de tratamiento recibida por las 39 
pacientes incluidas. 
Considerando todos los tratamientos recibidos por las pacientes la media de TTP ha sido 
de 9.2 meses, la mediana (25%,75%) de 5.7 (3,12) meses con un rango de 0 a 62.9 meses. 
En 83 (35%) tratamientos se encuentra una TTP < 4 meses y en 154 (65%) es > 4 meses. 
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En 7 tratamientos no es valorable. Hay beneficio clínico con CBR > 6 meses en 121 
tratamientos (58%), en 86 (42%) tratamientos no la hay y en 37 no es valorable.  
La evaluación de respuesta por cada línea de tratamiento se detalla en la tabla 9. 
 

LÍNEA 
METASTÁSICA 

1L 
N= 39 

2L 
N= 35 

3L 
N= 34 

4L 
N= 30 

5L 
N= 25 

6L 
N= 21 

7L 
N= 16 

8L 
N= 15 

9L 
N= 8 

10L 
N= 7 

11L 
N= 5 

12L 
N= 5 

13L 
N= 2 

14L 
N= 2 

Valoración de 
respuesta, n (%) 

35 
(100%) 

30 
(94%) 

31 
(97%) 

27 
(90%) 

24 
(96%) 

16 
(84%) 

15 
(100%) 

15 
(100%) 

8 
(100%) 

5 
(83%) 

5 
(100%) 

4 
(80%) 

2 
(100%) 

1 
(50%) 

    No valorada/ 
Desconocida 

4 3 2 0 0 2 1 0 0 1 0 0 0 0 

Mejor respuesta a 
tratamiento, n (%) 

              

    CR1 2 
(5.9%) 

- 
1 

(3.3%) 
1 

(4.2%) 
- - - 

1 
(6.7%) 

- - - - - - 

    PR2 
25 

(74%) 
16 

(55%) 
13 

(43%) 
5 

(21%) 
12 

(52%) 
1 

(6.7%) 
4 

(27%) 
5 

(33%) 
2 

(29%) 
2 

(50%) 
2 

(40%) 
1 

(25%) 
- - 

    SD3 
6 

(18%) 
9 

(31%) 
6 

(20%) 
8 

(33%) 
5 

(22%) 
7 

(47%) 
5 

(33%) 
5 

(33%) 
1 

(14%) 
1 

(25%) 
2 

(40%) 
1 

(25%) 
- - 

    PD4 
1 

(2.9%) 
4 

(14%) 
10 

(33%) 
10 

(42%) 
6 

(26%) 
7 

(47%) 
6 

(40%) 
4 

(27%) 
4 

(57%) 
1 

(25%) 
1 

(20%) 
2 

(50%) 
2 

(100%) 
1 

(100%) 

     No valorada/ 
Desconocida 

5 6 4 6 2 6 1 0 1 3 0 1 0 1 

Discontinuación 
de tratamiento, n 
(%) 

35 
(90%) 

35 
(100%) 

33 
(97%) 

30 
(100%) 

24 
(96%) 

21 
(100%) 

15 
(94%) 

15 
(100%) 

8 
(100%) 

7 
(100%) 

5 
(100%) 

5 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

Motivo de la 
discontinuación, n 
(%) 

              

    PD4 
32 

(91%) 
30 

(86%) 
28 

(85%) 
27 

(90%) 
22 

(92%) 
17 

(81%) 
14 

(93%) 
11 

(73%) 
6 

(75%) 
5 

(71%) 
4 

(80%) 
4 

(80%) 
2 

(100%) 
1 

(50%) 

    Toxicidad 
2 

(5.7%) 
5 

(14%) 
3 

(9.1%) 
2 

(6.7%) 
2 

(8.3%) 
- 

1 
(6.7%) 

1 
(6.7%) 

1 
(13%) 

- 
1 

(20%) 
- - - 

    Exitus - - - 
1 

(3.3%) 
- 

4 
(19%) 

- 
2 

(13%) 
1 

(13%) 
2 

(29%) 
- 

1 
(20%) 

- 
1 

(50%) 

    Otros 
1 

(2.9%) 
- 

2 
(6.1%) 

- - - - 
1 

(6.7%) 
- - - - - - 

        No valorada/ 
Desconocida 

4 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

Pacientes en 
progresión a cada 
línea, n (%) 

36 
(92%) 

33 
(94%) 

33 
(97%) 

30 
(100%) 

22 
(88%) 

20 
(95%) 

14 
(88%) 

13 
(87%) 

8 
(100%) 

7 
(100%) 

5 
(100%) 

5 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

Cambio de estatus 
HER2 por línea, n 
(%) 

2 
(5.7%) 

2 
(6.1%) 

2 
(6.1%) 

3 
(10%) 

2 
(8.7%) 

4 
(21%) 

1 
(6.7%) 

2 
(15%) 

- - - - - - 

        No valorado/ 
Desconocido 

4 2 1 1 2 2 1 2 0 0 1 0 0 0 

               

Tabla 9. Tasa de respuesta y discontinuación de tratamiento por cada línea de tratamiento. 1CR: Respuesta completa, 2PR: 

Respuesta parcial, 3SD: Enfermedad estable, 4PD: Progresión de enfermedad. 

La evaluación de TTP y CBR por cada línea de tratamiento, se detalla en la tabla 10 y 
gráfico 1. 
 

LÍNEA M13 
Overall 
N= 244 

1L 
N = 39 

2L 
N= 35 

3L 
N= 34 

4L 
N= 30 

5L 
N= 25 

6L 
N= 21 

7L 
N= 16 

8L 
N= 15 

9L 
N = 8 

10L 
N = 7 

11L 
N = 5 

12L 
N = 5 

13L 
N = 2 

14L 
N = 2 

TTP1 (en 
meses) 

               

    Media (DE)2 9.2 
(9.8) 

19.1 
(14.7) 

10.5 
(9.0) 

9.0 
(7.3) 

7.9 
(7.8) 

7.8 
(8.7) 

3.8 
(3.9) 

4.9 
(3.4) 

6.3 
(5.2) 

8.5 
(11.2) 

6.8 
(5.6) 

2.9 
(2.1) 

3.7 
(2.5) 

2.3 (0.3) 
1.8 

(0.5) 

    Mediana 
(25%,75%) 

5.7 
(3,12) 

13.3 
(9,25) 

7.5 
(5,14) 

6.6 
(3,14) 

5.5 
(3,8) 

5.3 
(3,7) 

3.0 
(2,4) 

3.7 
(2,6) 

4.3 
(4,8) 

3.7 
(3,6) 

4.9 
(4,8) 

3.1 
(2,3) 

3.5 
(3,4) 

2.3 
(2.2,2.4) 

1.8 
(1.6,2) 

    Rango 
0.0 - 
62.9 

2.8 - 
62.9 

0.7 - 
41.0 

1.0 - 
30.3 

0.8 - 
34.0 

1.1 - 
38.4 

0.1 - 
19.1 

1.0 - 
12.4 

0.7 - 
17.8 

2.8 - 
34.9 

1.9 - 
18.1 

0.0 - 
5.7 

0.7 - 
7.5 

2.1 - 2.5 
1.4 - 
2.2 

TTP 4 meses, n 
(%) 

               

    < 4 meses 
83 

(35%) 
1 

(2.8%) 
7 

(20%) 
11 

(33%) 
10 

(33%) 
8 

(33%) 
16 

(76%) 
8 

(53%) 
5 

(36%) 
4 

(50%) 
2 

(29%) 
4 

(80%) 
3 

(60%) 
2 

(100%) 
2 

(100%) 

    >= 4 meses 
154 

(65%) 
35 

(97%) 
28 

(80%) 
22 

(67%) 
20 

(67%) 
16 

(67%) 
5 

(24%) 
7 

(47%) 
9 

(64%) 
4 

(50%) 
5 

(71%) 
1 

(20%) 
2 

(40%) 
- - 
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LÍNEA M13 
Overall 
N= 244 

1L 
N = 39 

2L 
N= 35 

3L 
N= 34 

4L 
N= 30 

5L 
N= 25 

6L 
N= 21 

7L 
N= 16 

8L 
N= 15 

9L 
N = 8 

10L 
N = 7 

11L 
N = 5 

12L 
N = 5 

13L 
N = 2 

14L 
N = 2 

Tasa de 
beneficio 
clínico, n (%) 

               

No 
respondedora 

86 
(42%) 

2 
(5.9%) 

6 
(21%) 

11 
(38%) 

13 
(54%) 

8 
(35%) 

13 
(87%) 

10 
(67%) 

7 
(47%) 

5 
(71%) 

2 
(50%) 

3 
(60%) 

3 
(75%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

Respondedora 
121 

(58%) 
32 

(94%) 
23 

(79%) 
18 

(62%) 
11 

(46%) 
15 

(65%) 
2 

(13%) 
5 

(33%) 
8 

(53%) 
2 

(29%) 
2 

(50%) 
2 

(40%) 
1 

(25%) 
- - 

Resistencia, n 
(%) 

               

No resistencia 
primaria 
clínica 

135 
(65%) 

33 
(97%) 

25 
(86%) 

18 
(62%) 

14 
(58%) 

17 
(74%) 

3 
(20%) 

7 
(47%) 

10 
(67%) 

3 
(43%) 

2 
(50%) 

2 
(40%) 

1 
(25%) 

- - 

    Resistencia 
primaria 
clínica 

72 
(35%) 

1 
(2.9%) 

4 
(14%) 

11 
(38%) 

10 
(42%) 

6 
(26%) 

12 
(80%) 

8 
(53%) 

5 
(33%) 

4 
(57%) 

2 
(50%) 

3 
(60%) 

3 
(75%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

                

Tabla 10. Tiempo a la progresión (TTP) y beneficio clínico por línea de tratamiento.  1TTP: Tiempo a la progresión; 2DE: Desviación 

estándar. 3M1: Metastásica. 

 

 
 

Gráfico 1.  Diagrama de Kaplan-Meier con curva de mediana de tiempo a la progresión por cada línea de tratamiento. 
Treatment line: línea de tratamiento. Time to progresion (months): Tiempo a la progresión (meses). Median: mediana. 

TIEMPO A LA PROGRESIÓN (TTP) SEGÚN LA RESPUESTA ALCANZADA 
Si consideramos todas las pacientes que tienen valoración de respuesta por cada línea 
de tratamiento recibida la mediana de TTP para las 208 valoraciones de respuesta, 
independientemente de la respuesta alcanzada fue de 5.8 meses con un rango de 0 a 
62.9 meses. Entre todos los tratamientos evaluados, se obtuvo un beneficio clínico > 6 
meses (CBR) en 121 tratamientos (58%) y no se obtuvo en 86 tratamientos (42%). En 1 
tratamiento no pudo evaluarse. 
En la tabla 11 se detalla la respuesta alcanzada a los tratamientos por cada línea de 
tratamiento, así como la TTP y CBR alcanzada en función de la respuesta obtenida. 
 

LÍNEAS METASTÁSICAS TOTAL, N = 207 CR1, N = 5 PR2, N = 87 SD3, N = 56 PD4, N = 59 

EVENTO, n (%)      

    1L 34 (16%) 2 (40%) 25 (29%) 6 (11%) 1 (1.7%) 

    2L 29 (14%) - 16 (18%) 9 (16%) 4 (6.8%) 

    3L 30 (14%) 1 (20%) 13 (15%) 6 (11%) 10 (17%) 

    4L 24 (12%) 1 (20%) 5 (5.7%) 8 (14%) 10 (17%) 
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LÍNEAS METASTÁSICAS TOTAL, N = 207 CR1, N = 5 PR2, N = 87 SD3, N = 56 PD4, N = 59 

    5L 23 (11%) - 12 (14%) 5 (8.9%) 6 (10%) 

    6L 15 (7.2%) - 1 (1.1%) 7 (13%) 7 (12%) 

    7L 15 (7.2%) - 4 (4.5%) 5 (8.9%) 6 (10%) 

    8L 15 (7.2%) 1 (20%) 5 (5.7%) 5 (8.9%) 4 (6.8%) 

    9L 7 (3.4%) - 2 (2.3%) 1 (1.8%) 4 (6.8%) 

    10L 4 (1.9%) - 2 (2.3%) 1 (1.8%) 1 (1.7%) 

    11L 5 (2.4%) - 2 (2.3%) 2 (3.6%) 1 (1.7%) 

    12L 4 (1.9%) - 1 (1.1%) 1 (1.8%) 2 (3.4%) 

    13L 2 (1.0%) - - - 2 (3.4%) 

    14L 1 (0.5%) - - - 1 (1.7%) 

TTP5 (en meses)      

    Media (DE)6 9.6 (10.3) 11.7 (8.8) 14.8 (12.0) 9.0 (8.5) 2.5 (1.1) 

    Mediana (25%,75%) 5.8 (3.1,12.1) 7.3 (6.6,14.5) 11.1 (6.6,19.5) 6.3 (4.1,10.4) 2.2 (1.7,3.2) 

    Rango 0.0 - 62.9 6.0 - 21.8 0.0 - 62.9 1.9 - 48.9 0.7 - 4.9 

    No valorable 7 2 4 1 0 

TTP5 4 meses, n (%)      

    < 4 meses 68 (34%) - 5 (6.0%) 13 (24%) 50 (85%) 

    >= 4 meses 133 (66%) 3 (100%) 79 (94%) 42 (76%) 9 (15%) 

    No valorable 7 2 4 1 0 

Tasa de beneficio clínico, n (%)      

    No Respondedora 86 (42%) - - 27 (49%) 59 (100%) 

    Respondedora 121 (58%) 5 (100%) 88 (100%) 28 (51%) - 

    No valorable 1 0 0 1 0 

      

Tabla 11. Tabla de tiempo a la progresión según la respuesta alcanzada.1CR: Respuesta completa, 2PR: Respuesta parcial, 3SD: 

Enfermedad estable, 4PD: Progresión de enfermedad. 5TTP: Tiempo a la progresión; 6DE: Desviación estándar;  

TIEMPO A LA PROGRESIÓN (TTP) POR GRUPO DE TRATAMIENTO ANTI-HER2 
INDEPENDIENTEMENTE DE LA LÍNEA EN QUE SE ADMINISTRA 
Se considera la TTP alcanzada en cada grupo de tratamiento anti-HER2 
independientemente de la línea en que fuera administrado. 
 
En la tabla 12 se detallan las TTP alcanzadas para cada grupo de tratamiento anti-HER2. 

Variable 

Cleopatra 
group 
N= 29 

TZ_QT 
N= 58 

 

TZ_QT_HT 
N= 4 

TZ_HT 
N= 6 

TDM1 
N= 33 

TdXd 
N= 25 

SYD985 
N= 10 

TKi 
N= 26 

TTP1 (meses)   
 

      

    Media (DE)2 
12.6 
(8.2) 

6.2 
(8.7) 

 
17.6 

(14.1) 
3.9 

(2.1) 
9.6 

(8.9) 
13.8 

(11.0) 
7.2 

(7.1) 
8.4 

(9.0) 

        Mediana 
(25%,75%) 

10.4 
(7.4, 13.8) 

3.6 
(2.1, 6.0) 

 

15.2 
(8.0, 24.8) 

3.6 
(2.4, 5.2) 

7.1 
(4, 12.6) 

8.7 
(6.7, 20) 

3.5 
(2.3, 11.2) 

5.1 
(2.8, 11.7) 

        Rango 
3.4 - 
40.6 

0.0 - 
48.9 

 4.1 - 
36.0 

1.4 - 
6.9 

0.7 - 
43.9 

2.0 - 
38.4 

1.4 - 
22.1 

0.7 - 
44.0 

No valorable/ 
desconocido 

2 1 
 

0 0 0 3 0 0 

 

Tabla 12. Tiempo a la progresión por grupo de tratamiento anti-HER2 independiente de la línea en que se administra. 
1TTP: Tiempo a la progresión; 2DE: Desviación estándar. (Cleopatra group): taxano asociado a doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab. . (TZ_QT): trastuzumab 
asociado a QT. ( (TZ_QT_HT): trastuzumab asociado a QT seguido de HT. (TZ_HT): trastuzumab asociado a HT. TDM1: T-DM1. TDXd: T-DXd. SYD985: Trastuzumab 
duocarmacina. TKI: Inhibidor de tirosina quinasa 
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ANÁLISIS DE SUPERVIVENCIA POR GRUPO DE TRATAMIENTO EN PRIMERA LÍNEA 
Se hace análisis de supervivencia para las pacientes tratadas en primera línea (1L). Se 
calcula la Supervivencia libre de progresión (SLP) a los tratamientos recibidos con 
método Kaplan-Meier. 
Las 39 pacientes incluidas, todas han recibido tratamiento en 1L.  

 

La mediana de SLP (gráfico 2, tabla 13) en las 39 pacientes incluidas que han recibido 
tratamiento en 1L es de 14 meses (11 a 25). 
 
 
 

 
 

Gráfico 2. Diagrama de Kaplan-Meier con curva de mediana de supervivencia libre de progresión en primera línea. PFS: 

Progression Free Survival: Supervivencia libre de progresión (SLP). 1L: Primera línea. Time (months): Tiempo (meses). At risk: En riesgo. Events: 
eventos.  

Variable N Evento N % SLP a 12 meses (95% CI) % SLP a 24 meses (95% CI) Mediana SLP 1L meses 

Total 39 36 59% (45% to 77%) 33% (21% to 52%) 14 (11 to 25) 

      

Tabla 13. Tabla de supervivencia libre de progresión en primera línea. SLP: Supervivencia libre de progresión. 1L: Primera línea 

 

En la tabla 14 se detalla el TTP alcanzado por cada grupo de tratamiento recibido por las 
pacientes en 1L: 
 

Grupo de 
tratamiento 
N=39 

Cleopatra 
group 
N = 21 

HT 
N = 2 

iCDK 
N = 2 

QT 
N = 2 

TDM1 
N = 2 

TDXd 
N = 2 

TKi 
N = 3 

TZ_QT 
N = 3 

TZ_QT_HT 
N = 2 

TTP1 (en 
meses) 

         

    Media (DE)2 
14.0  
(9.1) 

12.6 
(10.1) 

15.2  
(5.8) 

51.2  
(16.5) 

27.5  
(23.2) 

7.1  
(NA) 

23.2  
(18.1) 

24.7  
(23.2) 

28.5  
(10.6) 

    Mediana 
(25%,75%) 

10.5 
(8.3,14.5) 

12.6 
(9.1,16.2) 

15.2 
(13.1,17.2) 

51.2 
(45.4,57.0) 

27.5 
(19.3,35.7) 

7.1 
(7.1,7.1) 

15.0 
(12.9,29.5) 

22.5 
(12.6,35.7) 

28.5 
(24.8,32.3) 

    Rango 4.1 - 40.6 5.5 - 19.8 11.0 - 19.3 39.5 - 62.9 11.1 - 43.9 7.1 - 7.1 10.7 - 44.0 2.8 – 48.9 21.0 - 36.0 

No valorable/ 
Desconocido 

2 0 0 0 0 1 0 0 0 

          

Tabla 14. Tiempo a la progresión en grupos de tratamiento en primera línea. 1TTP: Tiempo a la progresión; 2DE: Desviación estándar. 

(cleopatra group): taxano asociado a doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab. (HT): hormonoterapia. (iCDK) inhibidor de ciclinas. (QT): quimioterapia. TDM1: 
T-DM1. TDXd: T-DXd. TKI: Inhibidor de tirosina quinasa. (TZ_QT): trastuzumab asociado a QT. (TZ_QT_HT: trastuzumab asociado a QT seguido de HT. 
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En el gráfico 3 se representan las medianas de TTP alcanzadas por las pacientes en cada 
grupo de tratamiento en 1L: 
 

 
 
Gráfico 3. Gráfico de cajas con los grupos de tratamiento en primera línea. (Cleopatra group): taxano asociado a doble bloqueo con 

trastuzumab y pertuzumab. (HT): hormonoterapia. (iCDK) inhibidor de ciclinas. (QT): quimioterapia. TDM1: T-DM1. TDXd: T-DXd. TKI: Inhibidor de tirosina quinasa. 
(TZ_QT): trastuzumab asociado a QT. (TZ_QT_HT): trastuzumab asociado a QT seguido de HT. 

- Análisis exploratorio comparativo de los tratamientos agrupados recibidos en primera 
línea por las pacientes 
Se compara el tratamiento estándar actual en primera línea con taxano asociado a 
trastuzumab y pertuzumab (cleopatra group) con otros tratamientos anti-HER2 y con 
pacientes que no reciben tratamiento anti-HER2 en primera línea (gráfico 4). No se 
encuentran diferencias estadísticamente significativas en SLP entre los 3 grupos con 
medianas de 12 meses para las 21 pacientes tratadas el tratamiento en el grupo 
cleopatra, 22 meses para las 12 pacientes tratadas con algún tratamiento anti-HER2 y 
20 meses para las 6 pacientes que no recibieron tratamiento anti-HER2 en primera línea 
(tabla 15). 
 
 



 
 

 110 

 
 
Gráfico 4. Diagrama de Kaplan-Meier con curva de mediana de supervivencia libre de progresión comparativa de 
tratamientos agrupados en primera línea. Rojo: Cleopatra Group: taxano-trastuzumab-pertuzumab. Verde: Otros 
tratamientos anti-HER2. Azul: Sin tratamiento anti-HER2. 

 

Variable N Evento N 
% SLP a 12 meses 

(95% CI) 
% SLP a  24 meses 

(95% CI) 
Mediana SLP 

1L HR (95% CI)1 Valor p 

Grupo de tratamiento 1L 39 36      

    Cleopatra group   52% (35% a 79%) 29% (15% a 56%) 12 (9.0 a 25) —  

    Otro tratamiento anti-HER2    75% (54% a 100%) 50% (28% a 88%) 29 (15 a  —) 0.57 (0.27 a 1.21) 0.15 

No tratamiento anti-HER2   67% (38% a 100%) 33% (11% a 100%) 20 (11 a  —) 0.62 (0.23 a 1.67) 0.34 

        

Tabla 15. Tratamientos agrupados en primera línea. 1 HR = Hazard Ratio, CI = Confidence Interval: Intervalo de confianza, 1L: Primera línea, 

SLP: Supervivencia libre de progresión. 

ANÁLISIS DE SUPERVIVENCIA POR GRUPO DE TRATAMIENTO EN SEGUNDA LÍNEA 
Se hace análisis de supervivencia para las pacientes tratadas en segunda línea (2L). Se 
calcula la Supervivencia libre de progresión (SLP) a los tratamientos recibidos con 
método Kaplan-Meier (gráfico 5). 
De las 39 pacientes incluidas, 35 (90%) han recibido tratamiento en segunda línea con 
una mediana de SLP de 7.5 meses (6.6 a 13), en tabla 16.  
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Gráfico 5. Diagrama de Kaplan-Meier con curva de mediana de supervivencia libre de progresión en segunda línea. 
PFS: Progression Free Survival: Supervivencia libre de progresión (SLP). 2L: Segunda línea. Time (months): Tiempo (meses). At risk: En riesgo. 
Events: eventos. 

Variable N Evento N % SLP a 12 meses (95% CI) % SLP a 24 meses (95% CI) Mediana SLP 2L meses 

Total 35 35 31% (19% to 51%) 11% (4.5% to 29%) 7.5 (6.6 to 13) 

      

Tabla 16. Supervivencia libre de progresión en segunda línea. SLP: Supervivencia libre de progresión. 2L: Segunda línea. 

 
En la tabla 17 se detalla el TTP alcanzado por cada grupo de tratamiento recibido por las 
pacientes en 2L. 
 

Grupo de 
tratamiento 
N=35 

Cleopatra 
group 
N = 3 

HT 
N = 2 

iCDK 
N = 1 

Ipi3k_Akt 
N = 1 

QT 
N = 1 

SYD985 
N = 1 

TDM1 
N = 19 

TdXd 
N = 1 

TKi 
N = 3 

TZ_QT 
N = 3 

TTP1 (en 
meses) 

          

    Media  
(DE)2 

8.3 
(5.1) 

7.5 
(0.7) 

16.3 
(NA) 

33.0 
(NA) 

3.0 
(NA) 

12.9 
(NA) 

9.0 
(6.5) 

6.6 
(NA) 

12.0 
(4.0) 

16.4 
(21.4) 

    Mediana 
(25%,75%) 

8.0 
(5.7,10.8) 

7.5 
(7.2,7.8) 

16.3 
(16.3,16.3) 

33.0 
(33.0,33.0) 

(3.0,,3.0) 
12.9 

(12.9,12.9) 
7.1 

(4.9,11.6) 
6.6 

(6.6,6.6) 
12.0 

(10.0,14.0) 
6.2 

(4.1,23.6) 

    Rango 3.4 - 13.6 7.0 - 8.0 16.3 - 16.3 33.0 - 33.0 3.0,,3.0 12.9 - 12.9 0.7 - 26.0 6.6 - 6.6 8.0 - 16.0 2.0 - 41.0 

           

Tabla 17. Grupos de tratamiento en segunda línea. 1TTP: Tiempo a la progresión; 2DE: Desviación estándar. (cleopatra group): taxano asociado 

a doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab. (HT): hormonoterapia. (iCDK) inhibidor de ciclinas. (Ipi3k_Akt): inhibidor de PI3K/AKT  (QT): quimioterapia. SYD985: 
trastuzumab duocarmacina TDM1: T-DM1. TDXd: T-DXd. TKI: Inhibidor de tirosina quinasa. (TZ_QT): trastuzumab asociado a QT. (TZ_QT_HT: trastuzumab asociado 
a QT seguido de HT.  

 
En el gráfico 6 se representan las medianas de TTP alcanzadas por las pacientes en cada 
grupo de tratamiento en 2L. 
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Gráfico 6.  Gráfico de cajas con los grupos de tratamiento en segunda línea. (Cleopatra group): taxano asociado a doble bloqueo con 

trastuzumab y pertuzumab. (HT): hormonoterapia. (iCDK) inhibidor de ciclinas. Ip3k_AKT: Inhibidor de PI3K/AKT. (QT): quimioterapia. TDM1: T-DM1. TDXd: T-DXd. 
SYD985: Trastuzumab duocarmacina. TKI: Inhibidor de tirosina quinasa. (TZ_QT): trastuzumab asociado a QT.  

 
-Análisis exploratorio comparativo de los tratamientos agrupados recibidos en segunda 
línea por las pacientes  
Se compara T-DM1 que era el tratamiento estándar en el momento en que las pacientes 
recibieron tratamiento en segunda línea con otros tratamientos anti-HER2 y con 
pacientes que no reciben tratamiento anti-HER2 en segunda línea (gráfico 7). No se 
encuentran diferencias estadísticamente significativas en SLP entre los 3 grupos con 
medianas de 7.1 meses para las 19 pacientes tratadas con T-DM1, 8 meses para las 11 
pacientes tratadas con algún tratamiento anti-HER2 y 8 meses para las 5 pacientes que 
no recibieron tratamiento anti-HER2 en segunda línea (tabla 18). 
 

 
 

Gráfico 7. Diagrama de Kaplan-Meier con curva de mediana de supervivencia libre de progresión comparativa de 
tratamientos agrupados en segunda línea. Rojo: T-DM1. Verde: Otros tratamientos anti-HER2. Azul: Sin tratamiento 
anti-HER2. 
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Variable N Evento N 
% SLP a 12 meses  
 (95% CI) 

% SLP a  24 meses 
 (95% CI) 

Mediana SLP  
2L HR (95% CI)1 Valor p 

Grupo de tratamiento 1L 35 35      

    TDM1   26% (12% to 56%) 11% (2.8% to 39%) 7.1 (5.5 to 16) —  

    Otro tratamiento  anti-HER2    36% (17% to 79%) 9.1% (1.4% to 59%) 8.0 (6.6 to —) 0.72 (0.33 to 1.57) 0.37 

    No tratamiento anti-HER2   40% (14% to 100%) 20% (3.5% to 100%) 8.0 (7.0 to —) 0.59 (0.22 to 1.6) 0.31 

 

Tabla 18. Tabla de tratamientos agrupados en segunda línea. 1 HR = Hazard Ratio, CI = Intervalo de confianza, 2L: Segunda línea, SLP: 

Supervivencia libre de progresión. 

ANÁLISIS DE SUPERVIVENCIA POR GRUPO DE TRATAMIENTO EN TERCERA LÍNEA 
Se hace análisis de supervivencia para las pacientes tratadas en tercera línea (3L). Se 
calcula la Supervivencia libre de progresión (SLP) a los tratamientos recibidos con 
método Kaplan-Meier (gráfico 8). 
De las 39 pacientes incluidas, 34 (87%) han recibido tratamiento en tercera línea con 
una mediana de supervivencia libre de progresión (SLP) de 6.8 meses (4.1 a 14), en tabla 
19.  
 

 
 
Gráfico 8. Diagrama de Kaplan-Meier con curva de mediana de supervivencia libre de progresión en tercera línea. PFS: 

Progression Free Survival: Supervivencia libre de progresión (SLP). 3L: Tercera línea. Time (months): Tiempo (meses). At risk: En riesgo. Events: 
eventos. 

 
Variable N Evento N % SLP a 12 meses (95% CI) % SLP a 24 meses (95% CI) Mediana PFS 3L meses 

Total 34 33 32% (20% to 53%) 3.9% (0.6% to 25%) 6.8 (4.1 to 14) 

      

Tabla 19. Supervivencia libre de progresión en tercera línea. SLP: Supervivencia libre de progresión. 3L: Tercera línea. 

 
En la tabla 20 se detalla el TTP alcanzado por cada grupo de tratamiento recibido por las 
pacientes en 3L. 
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Grupo de tratamiento 
N=34 

Cleopatra 
group, 
N = 3 

HT, 
N = 1 

QT, 
N = 2 

TDM1, 
N = 5 

TdXd, 
N = 5 

TKi, 
N = 6 

TZ_QT, 
N = 11 

TZ_QT_HT, 
N = 1 

TTP1 (meses)         

    Media  (DE)2 9.6 (5.7) 30.3 (NA) 4.7 (2.7) 7.2 (5.0) 14.9 (6.2) 9.6 (7.0) 6.1 (6.5) 9.3 (NA) 

        Mediana (25%,75%) 7.9 (6.4,11.9) 
30.3 

(30.3,30.3) 
4.7 

(3.7,5.7) 
4.1 

(4.0,11.4) 
15.4 

(12.1,18.2) 
8.2 

(4.1,13.4) 
2.8 

(2.0,8.4) 
9.3 (9.3,9.3) 

        Rango 4.9 - 16.0 30.3 - 30.3 2.8 - 6.6 2.7 - 13.8 7.1 - 21.8 2.8 - 20.8 1.0 - 20.0 9.3 - 9.3 

Desconocido 0 0 0 0 1 0 0 0 

         

Tabla 20. Grupos de tratamiento anti-HER2 en tercera línea. 1TTP: Tiempo a la progresión; 2DE: Desviación estándar. (cleopatra group): 

taxano asociado a doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab. (HT): hormonoterapia.  (QT): quimioterapia. TDM1: T-DM1. TDXd: T-DXd. TKI: Inhibidor de tirosina 
quinasa. (TZ_QT): trastuzumab asociado a QT. (TZ_QT_HT: trastuzumab asociado a QT seguido de HT.  

 
 
En el gráfico 9 se representan las medianas de TTP alcanzadas por las pacientes en cada 
grupo de tratamiento en 3L. 
 
 

 
 
Gráfico 9. Gráfico de cajas con los grupos de tratamiento en tercera línea. (Cleopatra group): taxano asociado a doble bloqueo con 

trastuzumab y pertuzumab. (HT): hormonoterapia. (iCDK) inhibidor de ciclinas. (QT): quimioterapia. TDM1: T-DM1. TDXd: T-DXd. TKI: Inhibidor de tirosina quinasa. 
(TZ_QT): trastuzumab asociado a QT. (TZ_QT_HT: trastuzumab asociado a QT seguido de HT. 

 
-Análisis exploratorio comparativo de los tratamientos agrupados recibidos en tercera 
línea por las pacientes 
Se comparan T-DM1, con trastuzumab deruxtecan (T-DXd), con otros tratamientos anti-
HER2 y con pacientes que no reciben tratamiento anti-HER2 (gráfico 10). Exclusivamente 
se encuentran diferencias estadísticamente significativas en SLP entre los 4 grupos de 
tratamiento para T-DXd con medianas de 17 meses para las 5 pacientes tratadas con 
una HR 0.23 (0.06.a 0.95) p=0.042. Para las 5 pacientes tratadas con T-DM1, la SLP fue 
4.1 meses, para las 22 pacientes tratadas con algún tratamiento anti-HER2 diferente la 
mediana de SLP fue de 5 meses y para las 2 pacientes que no recibieron tratamiento 
anti-HER2 en tercera línea, fue de 18 meses (tabla 21). 
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Gráfico 10. Diagrama de Kaplan-Meier con curva de mediana de supervivencia libre de progresión comparativa de 
tratamientos agrupados en tercera línea. Rojo: T-DM1. Verde: Trastuzumab deruxtecan (T-DXd) Azul: Otros tratamientos anti-HER2. 

Lila: Sin tratamiento anti-HER2. 

 

Variable N Evento N 
% SLP a 12 meses 

(95% CI) 
% SLP a  24 meses 

(95% CI) 
Mediana SLP 

3L HR (95% CI)1 Valor p 

treatment_group_3l 34 33      

    TDM1   20% (3.5% to 100%) — (— to —) 4.1 (4.0 to —) —  

    TDXd   80% (52% to 100%) — (— to —) 17 (14 to —) 0.23 (0.06 to 0.95) 0.042 

    Otro tratamiento anti-HER2   23% (11% to 49%) — (— to —) 5.0 (2.8 to 12) 0.82 (0.30 to 2.22) 0.70 

    No tratamiento anti-HER2   50% (13% to 100%) 50% (13% to 100%) 18 (6.6 to —) 0.12 (0.01 to 1.20) 0.072 

        

Tabla 21. Tratamientos agrupados en tercera línea.1 HR = Hazard Ratio, CI = Intervalo de confianza, 3L: Tercera línea, SLP: 

Supervivencia libre de progresión. 

 
SUPERVIVENCIA GLOBAL 
En el momento del análisis de los datos había 30 (77%) de las 39 pacientes incluidas en 
los análisis que habían sido éxitus. La mediana de SG es de 61 meses (gráfico 11). Un 
100% de pacientes estaban vivas a los 12 meses, un 97% de pacientes estaban vivas a 
los 24 meses y un 87% a los 36 meses (tabla 22). 
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Gráfico 11. Diagrama de Kaplan-Meier con curva de mediana de supervivencia global. OS: Overall Survival: Supervivencia 

global (SG). Time (months): Tiempo (meses). At risk: En riesgo. Events: eventos. 

 

Variable N Evento N 
% SG a 12 meses  
(95% CI) 

% SG a 24 meses  
(95% CI) 

% SG a 36 meses  
(95% CI) Mediana SG meses 

Total 39 29 100% (100% a 100%) 97% (93% a 100%) 87% (77% a 98%) 61 (49 a 94) 

       

Tabla 22. Supervivencia Global. SG: Supervivencia global 

 

5.5. CARACTERÍSTICAS DE LAS MUESTRAS 
 

TODAS LAS MUESTRAS ANALIZADAS DE TEJIDO Y PLASMA 
 
Para las 39 pacientes incluidas de las que se han analizado muestras de tejido, 26 (67%) 
tienen 1 muestra analizada, 11 (28%) 2 muestras y 2 (5.1%) 3 muestras. De los 51 tests 
realizados en las muestras de tejido, 39 (76%) han sido analizadas por panel VHIO-300, 
7 (14%) por panel Amplicon y 5 (9.8%) por ambos paneles. 
En cuanto al número de biopsias líquidas analizadas por paciente, con 1 biopsia hay 7 
(18%), con 2 biopsias hay 13 (33%), con 3 biopsias hay 4 (10%), con 4 biopsias hay 6 
(15%), con 5 biopsias hay 5 (13%), con 6 biopsias hay 3 (7.7%) y con 7 biopsias hay 1 
(2.6%), en tablas 23 y 24. 
 

Número de biopsias por paciente 

Número de pacientes 

N = 39 

Número de biopsias de tejido, n (%)  

    1 26 (67) 

    2 11 (28) 

    3 2 (5.1) 

Número de biopsias líquidas, n (%)  

    1 7 (18) 

    2 13 (33) 

    3 4 (10) 
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Número de biopsias por paciente 

Número de pacientes 

N = 39 

    4 6 (15) 

    5 5 (13) 

    6 3 (7.7) 

    7 1 (2.6) 

  

Tabla 23. Número de biopsias de tejido y biopsias líquidas analizadas por paciente. 

 

Análisis realizados en tejido 

Num total 
Tests 

N = 51 

Tipo de análisis, n (%)  

    Amplicon 7 (14) 

    Amplicon y Panel VHIO-300  5 (9.8) 

    Panel VHIO-300  39 (76) 

  
Tabla 24. Número de análisis por panel realizados en biopsia de tejido por paciente. 

 
El mínimo de resultados obtenidos de las muestras de tejido y plasma analizadas de las 
39 pacientes incluidas se detalla en la tabla 25. 

Variable 

Número pacientes 

N = 39 

Mínimo 1 CANDIDATO de biopsia de tejido para cada paciente, n (%) 39 (100) 

Mínimo 1 resultado de ANÁLISIS de biopsia de tejido para cada paciente, n (%) 37 (95) 

Mínimo 1 ANÁLISIS de biopsia de tejido con éxito para cada paciente, n (%) 37 (95) 

Mínimo 1 biopsia de tejido pareada con biopsia líquida para cada paciente, n (%) 35 (90) 

Mínimo 1 CANDIDATO de biopsia líquida para cada paciente, n (%) 39 (100) 

Mínimo 1 resultado de ANÁLISIS de biopsia líquida para cada paciente, n (%) 39 (100) 

Mínimo 1 ANÁLISIS de biopsia líquida con éxito para cada paciente, n (%) 39 (100) 

Mínimo 1 biopsia líquida emparejada con biopsia de tumor para cada paciente, n (%) 35 (90) 

  

Tabla 25. Mínimo de resultados obtenidos de los análisis por paciente y biopsia de tejido o plasma.   

 
CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS BIOPSIAS DE TEJIDO PAREADAS CON BIOPSIA 
LÍQUIDA 
Se identifican 54 muestras pareadas de tejido y plasma provenientes de las 39 pacientes 
disponibles para análisis, de las cuales 26 tienen 1 muestra, 11 tienen 2 muestras y 2 
tiene 3 muestras. 
La línea de tratamiento en la que se obtienen las muestras de tejido es variable y se 
detalla en el diagrama de barras (gráfico 12). 
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Gráfico 12. Diagrama de barras con el número de biopsias de tejido analizadas por línea de tratamiento. Num Tumor 
biopsies: Número de biopsias tumorales. Treatment line: Línea de tratamiento. 

 

Respecto a las localizaciones de donde provienen las biopsias de tejido tumoral, se 
muestran en el diagrama de barras (gráfico 13):  
 

 
 
Gráfico 13. Diagrama de barras con la localización de biopsias analizadas por localización. Number Tumor biopsies: 
Número de biopsias tumorales. Location of Tumor biopsy: Localización de la biopsia tumoral. Treatment line: Línea de 
tratamiento. Breast: Mama (18%). Liver: Hígado (26%). Lung: Pulmón (2%). Nodes: Adenopatías (13%). Bone: hueso 
(2%), Brain: Cerebro (2%). Skin breast: letálides. Soft tissue: Tejidos blandos (4%). Other: Otras localizaciones (4%).  

 
 

La localización de las biopsias por línea de tratamiento se muestra en el diagrama de 
barras (gráfico 14):  
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Gráfico 14. Diagrama de barras con la localización de biopsias analizadas por línea de tratamiento. Number Tumor 
biopsies: Número de biopsias tumorales. Location of Tumor biopsy: Localización de la biopsia tumoral. Treatment line: 
Línea de tratamiento. Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Bone: hueso, Brain: Cerebro. 
Skin breast: letálides. Soft tissue: Tejidos blandos. Other: Otras localizaciones.  

 
De las 54 muestras disponibles de tejido se analizan 51 (94%) en total ya que de 3 
muestras de tejido el material no pasa el control de calidad para los análisis. En 44 (81%) 
muestras se realiza el panel VHIO-300, en 12 (22%) muestras se analizan por Amplicon. 
En 21 muestras se realiza el panel dentro del proyecto de prescreening de VHIO. Hay 49 
muestras de tejido pareadas con una biopsia líquida. De las 3 muestras no pareadas, en 
1 no pasa el control de calidad y 2 tienen resultados, aunque fueron extraídas en la línea 
previa de la biopsia de tejido. 
 
En la tabla 26 se detallan las características generales de las biopsias de tejido 
analizadas. Se muestra la línea en que se obtuvieron las biopsias, la localización, el panel 
con el que fueron analizadas y la proporción de test genómico en tejido con biopsia 
líquida pareada.  
 

Biopsias tumorales de tejido N = 54 

Momento de la biopsia, n (%)  

    Pre1L 10 (19%) 

    1L 7 (13%) 

    2L 6 (11%) 

    3L 7 (13%) 

    4L 9 (17%) 

    5L 5 (9.3%) 

    6L 2 (3.7%) 

    7L 2 (3.7%) 

    8L 1 (1.9%) 

    9L 2 (3.7%) 

    10L 2 (3.7%) 

    11L 1 (1.9%) 

Biopsia de localización  metastásica obtenida en HUVH, n (%) 54 (100%) 

Localización de la biopsia, n (%)  

    Mama 18 (33%) 

    Hígado 14 (26%) 
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Biopsias tumorales de tejido N = 54 

    Pulmón 1 (1.9%) 

    Adenopatías 7 (13%) 

    Ósea 1 (1.9%) 

    Cerebro 1 (1.9%) 

    Letálides 8 (15%) 

    Tejidos blandos 2 (3.7%) 

    Otras 2 (3.7%) 

Biopsia metastásica candidata para análisis genómico  n (%) 54 (100%) 

Análisis genómico del tumor con resultado, n (%) 51 (94%) 

Amplicon, n (%)  

    No realizado 42 (78%) 

    Realizado 12 (22%) 

Panel VHIO-300, n (%)  

    No realizado 10 (19%) 

    Realizado 44 (81%) 

Análisis genómico prescreening VHIO, n (%) 21 (41%) 

Test genómico tejido pareado con biopsia líquida, n (%) 49 (96%) 

  

Tabla 26. Características generales de las biopsias tumorales de tejido. 

En la tabla 27 se detalla para cada línea de tratamiento en la que fueron extraídas las 
biopsias de tejido, el número, la localización, el panel con el que fueron analizadas y la 
proporción de test genómico en tejido con biopsia líquida pareada.  
 

Biopsia de tumor  
Pre1L 
N = 10 

1L 
N = 7 

2L 
N = 6 

3L 
N = 7 

4L 
N = 9 

5L 
N = 5 

6L 
N = 2 

7L 
N = 2 

8L 
N = 1 

9L 
N = 2 

10L 
N = 2 

11L 
N = 1 

Biopsia de 
localización  
metastásica 
obtenida en HUVH, 
n (%) 

10 
(100%) 

7 
(100%) 

6 
(100%) 

7 
(100%) 

9 
(100%) 

5 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

Localización de la 
biopsia n, n (%) 

            

    Mama 
4 

(40%) 
2 

(29%) 
1 

(17%) 
1 

(14%) 
5 

(56%) 
- 

2 
(100%) 

1 
(50%) 

- 
1 

(50%) 
1 

(50%) 
- 

    Hígado 
2 

(20%) 
2 

(29%) 
2 

(33%) 
1 

(14%) 
- 

3 
(60%) 

- 
1 

(50%) 
1 

(100%) 
1 

(50%) 
1 

(50%) 
- 

    Pulmón 
1 

(10%) 
- - - - - - - - - - - 

    Adenopatías 
3 

(30%) 
1 

(14%) 
1 

(17%) 
2 

(29%) 
- - - - - - - - 

    Ósea - - - - 
1 

(11%) 
- - - - - - - 

    Cerebro - - - 
1 

(14%) 
- - - - - - - - 

    Letálides - 
1 

(14%) 
2 

(33%) 
1 

(14%) 
1 

(11%) 
2 

(40%) 
- - - - - 

1 
(100%) 

    Tejidos blandos - - - 
1 

(14%) 
1 

(11%) 
- - - - - - - 

    Otras - 
1 

(14%) 
- - 

1 
(11%) 

- - - - - - - 

Biopsia metastásica 
candidata para 
análisis genómico, 
n (%) 

10 
(100%) 

7 
(100%) 

6 
(100%) 

7 
(100%) 

9 
(100%) 

5 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

Análisis genómico 
del tumor con 
resultado, n (%) 

10 
(100%) 

7 
(100%) 

6 
(100%) 

6 
(86%) 

7 
(78%) 

5 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

Amplicon, n (%)             

    No realizado 9 (90%) 
4 

(57%) 
5 

(83%) 
4 

(57%) 
8 

(89%) 
4 

(80%) 
2 

(100%) 
2 

(100%) 
1 

(100%) 
1 

(50%) 
1 

(50%) 
1 

(100%) 
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Biopsia de tumor  
Pre1L 
N = 10 

1L 
N = 7 

2L 
N = 6 

3L 
N = 7 

4L 
N = 9 

5L 
N = 5 

6L 
N = 2 

7L 
N = 2 

8L 
N = 1 

9L 
N = 2 

10L 
N = 2 

11L 
N = 1 

    Realizado 1 (10%) 
3 

(43%) 
1 

(17%) 
3 

(43%) 
1 

(11%) 
1 

(20%) 
- - - 

1 
(50%) 

1 
(50%) 

- 

Panel VHIO-300, n 
(%) 

            

    No realizado - 
3 
(43%) 

1 
(17%) 

2 
(29%) 

3 
(33%) 

- - - - - 
1 
(50%) 

- 

    Realizado 
10 
(100%) 

4 
(57%) 

5 
(83%) 

5 
(71%) 

6 
(67%) 

5 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(50%) 

1 
(100%) 

Análisis genómico 
asistencial, n (%) 

3 (30%) 
4 
(57%) 

2 
(33%) 

3 
(50%) 

4 
(57%) 

1 
(20%) 

1 
(50%) 

- - 
1 
(50%) 

2 
(100%) 

- 

    No valorable 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 

Análisis genómico 
de tejido pareado 
con plasma, n (%) 

10 
(100%) 

7 
(100%) 

6 
(100%) 

5 
(83%) 

7 
(100%) 

5 
(100%) 

2 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(100%) 

2 
(100%) 

1 
(50%) 

1 
(100%) 

             

Tabla 27. Biopsias de tejido analizadas disponibles por línea metastásica. 

 
CARACTERÍSTICAS GENERALES DE TODAS LAS BIOPSIAS LÍQUIDAS DE PLASMA 
 
Se identifican 119 muestras de plasma correspondientes al inicio de alguna línea de 
tratamiento de las 39 pacientes incluidas en la cohorte de muestras pareadas. Se 
analizan las 119 muestras de plasma, todas ellas con panel Guardant360 VHIO, de las 
cuales 3 no pasan control de calidad y no se obtienen resultados. Todas las muestras se 
analizan dentro del proyecto. Hay 7 (18%) de pacientes con 1 biopsia líquida analizada, 
13 (33%) con 2, 4 (10%) con 3, 6 (15%) con 4, 5 (13%) con 5, 3 (7.7%) con 6 y 1 (2.6%) 
paciente con 7. 
 
La línea de tratamiento en la que se obtienen las muestras de plasma es variable y se 
detalla en el diagrama de barras (gráfico 15).  
 

 
 
Gráfico 15. Diagrama de barras con el número de biopsias líquidas analizadas por línea de tratamiento. Num Liquid 
biopsies: Número de biopsias tumorales. Treatment line: Línea de tratamiento. 
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En la tabla 28 se detallan las características generales de las biopsias líquidas analizadas. 
Se muestra la línea en que se obtuvieron las biopsias, análisis con el panel Guardant360 
VHIO y la proporción de biopsia líquida con test genómico en tejido pareada.  
 

Biopsias líquidas de plasma N = 119 

Momento de la biopsia, n (%)  

    Pre1L 8 (6.7%) 

    1L 13 (11%) 

    2L 14 (12%) 

    3L 12 (10%) 

    4L 23 (19%) 

    5L 17 (14%) 

    6L 11 (9.2%) 

    7L 7 (5.9%) 

    8L 4 (3.4%) 

    9L 3 (2.5%) 

    10L 2 (1.7%) 

    11L 3 (2.5%) 

    12L 1 (0.8%) 

    13L 1 (0.8%) 

Biopsia líquida disponible obtenida en HUVH, n (%) 119 (100%) 

Biopsia líquida candidata para análisis de Guardant, n (%) 119 (100%) 

Biopsia con resultado Guardant, n (%) 119 (100%) 

Biopsia analizada con éxito por Guardant, n (%) 116 (97%) 

Biopsia líquida pareada con biopsia de tejido, n (%) 46 (39%) 

  

Tabla 28. Características generales de las biopsias líquidas de plasma. 

En la tabla 29 se detalla para cada línea de tratamiento en la que fueron extraídas las 
biopsias de plasma, el número, análisis con panel Guardant360 VHIO y la proporción de 
biopsia líquida con test genómico en tejido pareada.  
 

Biopsia 
líquida 

Pre1L 
N = 8 

1L 
N = 13 

2L 
N = 14 

3L 
N = 12 

4L 
N = 23 

5L 
N = 17 

6L 
N = 11 

7L 
N = 7 

8L, 
N = 4 

9L 
N = 3 

10L 
N = 2 

11L 
N = 3 

12L 
N = 1 

13L 
N = 1 

Biopsia 
líquida 
disponible 
en HUVH, 
 n (%) 

8 
(100%) 

13 
(100%) 

14 
(100%) 

12 
(100%) 

23 
(100%) 

17 
(100%) 

11 
(100%) 

7 
(100%) 

4 
(100%) 

3 
(100%) 

2 
(100%) 

3 
(100%) 

1 
(100%) 

1 
(100%) 

Biopsia 
líquida 
candidata 
para 
análisis de 
Guardant, 
 n (%) 

8 
(100%) 

13 
(100%) 

14 
(100%) 

12 
(100%) 

23 
(100%) 

17 
(100%) 

11 
(100%) 

7 
(100%) 

4 
(100%) 

3 
(100%) 

2 
(100%) 

3 
(100%) 

1 
(100%) 

1 
(100%) 

Biopsia con 
resultado 
Guardant, 
 n (%) 

8 
(100%) 

13 
(100%) 

14 
(100%) 

12 
(100%) 

23 
(100%) 

17 
(100%) 

11 
(100%) 

7 
(100%) 

4 
(100%) 

3 
(100%) 

2 
(100%) 

3 
(100%) 

1 
(100%) 

1 
(100%) 

Biopsia 
analizada 
con éxito 
por 
Guardant,  
n (%) 

8 
(100%) 

11 
(85%) 

14 
(100%) 

12 
(100%) 

23 
(100%) 

17 
(100%) 

11 
(100%) 

7 
(100%) 

3 
(75%) 

3 
(100%) 

2 
(100%) 

3 
(100%) 

1 
(100%) 

1 
(100%) 
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Biopsia 
líquida 

Pre1L 
N = 8 

1L 
N = 13 

2L 
N = 14 

3L 
N = 12 

4L 
N = 23 

5L 
N = 17 

6L 
N = 11 

7L 
N = 7 

8L, 
N = 4 

9L 
N = 3 

10L 
N = 2 

11L 
N = 3 

12L 
N = 1 

13L 
N = 1 

Biopsia 
líquida 
pareada 
con biopsia 
de tejido, n 
(%) 

8 
(100%) 

7 
(54%) 

6 
(43%) 

5 
(42%) 

6 
(26%) 

5 
(29%) 

2 
(18%) 

2 
(29%) 

1 
(25%) 

2 
(67%) 

1 
(50%) 

1 
(33%) 

- - 

               

Tabla 29. Tabla con las biopsias líquidas analizadas por línea metastásica. 

 

5.6. ANÁLISIS EN MUESTRAS DE TEJIDO 
 

5.6.1. Determinación de HER2 por técnicas convencionales, IHQ y FISH 
 
De las 54 muestras de tejido identificadas inicialmente provenientes de las 39 pacientes, 
hay 47 muestras provenientes de 36 pacientes que están disponibles para su análisis por 
técnicas convencionales. De ellas 2 no son recuperables para su análisis por falta de 
material suficiente. Hay una que por corresponder a un bloque celular se puede 
determinar HER2, pero no el H-score para HER2 y de otra que el HER2 está determinado, 
pero no hay material para realizar el H-score.  
 
De las 45 muestras analizadas hay: 
- 32 que cumplen criterios de positividad para HER2 por presentar una IHQ de 
membrana 3+ en > 10% de las células tumorales, considerando que está basada en la 
tinción circunferencial de la membrana que es completa e intensa.  
- 5 que presentan una IHQ de membrana 2+ para HER2 consideradas equívocas HER2 2+ 
definido por una tinción de membrana completa de débil a moderada observada en > 
10% de las células tumorales. Se realiza test de hibridación in situ con fluorescencia 
(FISH), hibridación basada en doble sonda, que está amplificado en 3 muestras.   

La ratio HER2/CEP17 (sonda de enumeración cromosómica 17) es   2.0; con unas ratios 
en las muestras analizadas de 10, 7.5 y 3.3 respectivamente y por tanto son consideradas 
HER2 positivas. Hay otras 2 muestras en que no hay amplificación, sino que se considera 
que el gen de HER2 es polisómico con unas ratios <2.0, de 1.97 y 1.45 respectivamente, 
por tanto, consideradas HER2 negativas. 
- Ninguna muestra presenta IHQ para HER2 1+. 
- 8 muestras presentan una IHQ para HER2 0+, ya que no se observa tinción o la tinción 
de la membrana es incompleta y débil/apenas perceptible en ≤ 10% de las células 
tumorales. Por tanto, se trata de muestras HER2 negativas. 
 

5.6.1.1. H-Score 
Se calcula el H-score para las 43 muestras disponibles con un rango entre 0-295. 
-Las 30 pacientes con HER2 3+ presentan un rango entre 95 y 295. 
-Las 3 pacientes con HER2 2+ (FISH amplificado) presentan un rango entre 120-190 
-Las 2 pacientes con HER2 2+ (FISH no amplificado) presentan un rango entre 130-140 
-Las 8 pacientes con HER 0+ presentan un rango entre 0 y 5.  
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5.6.2. Genómica 
Se identifican 54 muestras pareadas de tejido y plasma provenientes de las 39 pacientes 
incluidas de las que se han analizado muestras de tejido. De ellas, 26 (67%) tienen 1 
muestra analizada, 11 (28%) 2 muestras y 2 (5.1%) 3 muestras. De los 51 tests realizados 
con éxito en las muestras de tejido, 39 (76%) han sido analizadas por panel VHIO-300, 7 
(14%) por panel Amplicon y 5 (9.8%) por ambos paneles. 
 
Así para los análisis genómicos se dispone de resultados con panel VHIO-300 de 44 
muestras de tejido que son los que se describen a continuación.  
 

5.6.2.1. Determinación de alteraciones genómicas 
 
-Correlación entre el número de alteraciones genómicas detectadas y número de líneas 
previas de tratamiento recibidas por cada paciente en el momento de extracción de la 
muestra: 
Se valora si hay correlación entre las líneas de tratamiento recibidas previamente y la 
cantidad de variables genómicas de cada clase que se encuentran en las muestras 
analizadas con panel VHIO-300. 
 

-Mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas 
La media de alteraciones genómicas de tipo mutaciones patogénicas y probablemente 
patogénicas en todas las muestras de tejido analizadas ha sido de 2.64 con una mediana 
de 1 alteración, una desviación estándar (DE) de 1.64. La media de genes alterados con 
mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas encontrada ha sido de 2.48, con 
una mediana de 2 y una DE de 1.44. 
 
Si se tienen en cuenta el total de las alteraciones genómicas de tipo mutaciones 
patogénicas y probablemente patogénicas por muestra de tejido y línea de tratamiento 
en que fueron extraídas, se aprecia que el coeficiente de correlación de Pearson es de 
C= 0.184 con una p=0.232, no estadísticamente significativa. El coeficiente de 
correlación de Spearman es de C=0.305 con una p=0.044, que tras ser normalizada 
pierde significación estadística p=0.141 (gráfico 16). Por tanto, los coeficientes muestran 
una correlación débil-moderada no estadísticamente significativa entre la cantidad de 
mutaciones de tipo patogénicas y probablemente patogénicas encontradas y la línea de 
tratamiento en que se obtuvo la muestra de tejido. Oncoplot con todas las alteraciones 
genómicas encontradas en tejido se encuentra en el apéndice. 
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Gráfico 16. Gráfico de dispersión por número total de alteraciones genómicas de tipo mutaciones patogénicas y 
probablemente patogénicas por muestra (alteraciones y genes alterados) y línea de tratamiento. 

 
-Variantes de significado incierto (VUS) 

La media de alteraciones genómicas de tipo VUS en todas las muestras de tejido 
analizadas ha sido de 12.39 con una mediana de 10 alteraciones, una desviación 
estándar (DE) de 8.9. La media de genes alterados con VUS encontrada ha sido de 11.59, 
con una mediana de 9.5 y una DE de 7.87. 
 
Si se tienen en cuenta el total de las alteraciones genómicas de tipo VUS por muestra de 
tejido y línea de tratamiento en que fueron extraídas se aprecia que el coeficiente de 
correlación de Pearson es de C= 0.219 con una p=0.153, no estadísticamente 
significativa. El coeficiente de correlación de Spearman es de C=0.007 con una p=0.966, 
no estadísticamente significativa (gráfico 17). Por tanto, los coeficientes muestran una 
correlación débil no significativa entre la cantidad de mutaciones de tipo VUS 
encontradas y la línea de tratamiento en que se obtuvo la muestra de tejido. Oncoplot 
con todas las alteraciones genómicas encontradas en tejido se encuentra en el apéndice. 
 

 
 
Gráfico 17. Gráfico de dispersión por número total de alteraciones genómicas de tipo VUS por muestra (alteraciones 
y genes alterados) y línea de tratamiento. 
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-Amplificaciones 
La media de alteraciones genómicas de tipo amplificaciones en todas las muestras de 
tejido analizadas ha sido de 10.18 con una mediana de 8.5 alteraciones, una desviación 
estándar (DE) de 7.47. La media de genes alterados con mutaciones patogénicas y 
probablemente patogénicas encontrada ha sido de 9.95, con una mediana de 8.5 y una 
DE de 7.28. 
 
Si se tienen en cuenta el total de las alteraciones genómicas de tipo amplificaciones por 
muestra de tejido y línea de tratamiento en que fueron extraídas se aprecia que el 
coeficiente de correlación de Pearson es de C= 0.08 con una p=0.607, no 
estadísticamente significativa. El coeficiente de correlación de Spearman es de C=0.014 
con una p=0.929 (gráfico 18). Por tanto, se encuentra una correlación débil no 
significativa entre la cantidad de amplificaciones encontradas y la línea de tratamiento 
en que se obtuvo la muestra de tejido. Oncoplot con todas las alteraciones genómicas 
encontradas en tejido se encuentra en el apéndice. 
 

 
 
Gráfico 18.  Gráfico de dispersión por número total de alteraciones genómicas de tipo amplificaciones por muestra 
(alteraciones y genes alterados) y línea de tratamiento. 

 
-Pérdida de material genómico  

La media de alteraciones genómicas de tipo pérdida de material genómico, incluyendo 
las deleciones en todas las muestras de tejido analizadas ha sido de 2.84 con una 
mediana de 1 alteración, una desviación estándar (DE) de 4.41. La media de genes 
alterados con pérdida de material genómico encontrada ha sido de 2.81, con una 
mediana de 1 y una DE de 4.36. 
 
Si se tienen en cuenta todas las alteraciones genómicas de tipo pérdida de material 
genómico por muestra de tejido y línea de tratamiento en que fueron extraídas se 
aprecia que el coeficiente de correlación de Pearson es de C= 0.438 con una p=0.003, 
estadísticamente significativa. El coeficiente de correlación de Spearman es de C=0.416 
con una p=0.005 (gráfico 19). Por tanto, se encuentra una correlación positiva 
moderadamente fuerte y significativa entre la cantidad de deleciones y la línea de 
tratamiento en que se obtuvo la muestra de tejido. 
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Gráfico 19. Gráfico de dispersión por número total de alteraciones genómicas de tipo pérdida de material genómico 
por muestra (alteraciones y genes alterados) y línea de tratamiento. 

 

5.7. ANÁLISIS EN MUESTRAS DE PLASMA, BIOPSIA LÍQUIDA: 
 
Se han analizado 119 muestras correspondientes a 39 pacientes de las cuales se dispone 
de resultados en 116 muestras.  
La media de muestras analizadas con Guardant360 VHIO por pacientes es de 3.05 con 
una mediana de 2 muestras por paciente. La media de muestras analizadas por cada 
línea es de 6.5.  
 

5.7.1. Genómica 

5.7.1.1. Determinación alteraciones genómicas 
-Correlación entre el número de alteraciones genómicas detectadas y número de líneas 
de tratamiento recibidas por cada paciente en el momento de extracción de la 
muestra: 

-Mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas 
La media de alteraciones genómicas de tipo mutaciones patogénicas y probablemente 
patogénicas en todas las muestras de tejido analizadas ha sido de 3.15 con una mediana 
de 3 alteraciones, una desviación estándar (DE) de 2.82. La media de genes alterados 
con mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas encontrada ha sido de 2.38, 
con una mediana de 2 y una DE de 1.60. 
 
Si se tienen en cuenta todas las alteraciones genómicas de tipo mutaciones patogénicas 
y probablemente patogénicas por muestra de plasma y línea de tratamiento en que 
fueron extraídas se aprecia que el coeficiente de correlación de Pearson es de C= 0.231 
con una p=0.012, estadísticamente significativa que normalizada por TF es de 0.006 y se 
mantiene significativa. El coeficiente de correlación de Spearman es de C=0.346 con una 
p=0, estadísticamente significativa que normalizada por TF es de 0 y se mantiene 
significativa (gráfico 20). Por tanto, se encuentra una correlación débil-moderada y 
significativa entre la cantidad de mutaciones de tipo mutaciones patogénicas y 
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probablemente patogénicas y la línea de tratamiento en que se obtuvo la muestra de 
plasma. Oncoplot con todas las alteraciones genómicas encontradas en plasma se 
encuentra en el apéndice. 
 
 

 
 
Gráfico 20. Gráfico de dispersión por número total de alteraciones genómicas de tipo mutaciones patogénicas y 
probablemente patogénicas por muestra (alteraciones y genes alterados) y línea de tratamiento. 

 
-Variantes de significado incierto (VUS) 

La media de alteraciones genómicas de tipo VUS en todas las muestras de tejido 
analizadas ha sido de 2.68 con una mediana de 1 alteración, una desviación estándar 
(DE) de 3.91. La media de genes alterados con VUS encontrada ha sido de 2.33, con una 
mediana de 1 y una DE de 3.2. 
 
Si se tienen en cuenta todas las alteraciones genómicas de tipo VUS por muestra de 
plasma y línea de tratamiento en que fueron extraídas se aprecia que el coeficiente de 
correlación de Pearson es de C= 0.202 con una p=0.029, estadísticamente significativa 
que normalizada por la proporción ctDNA en comparación con el ADN normal circulante 
o fracción tumoral (TF) es de 0.023 y se mantiene significativa. El coeficiente de 
correlación de Spearman es de C=0.273 con una p=0.003, estadísticamente significativa 
que normalizada por TF es de 0.007 y se mantiene significativa (gráfico 21). Por tanto, 
se encuentra una correlación moderada y significativa entre la cantidad de mutaciones 
de tipo VUS y la línea de tratamiento en que se obtuvo la muestra de plasma. Oncoplot 
con todas las alteraciones genómicas encontradas en plasma se encuentra en el 
apéndice. 
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Gráfico 21. Gráfico de dispersión por número total de alteraciones genómicas de tipo VUS por muestra (alteraciones 
y genes alterados) y línea de tratamiento 

-Amplificaciones 
La media de alteraciones genómicas de tipo amplificaciones en todas las muestras de 
tejido analizadas ha sido de 1.65 con una mediana de 1 alteración, una desviación 
estándar (DE) de 1,86. La media de genes alterados con mutaciones patogénicas y 
probablemente patogénicas encontrada ha sido de 1.66, con una mediana de 1 y una 
DE de 1.86. 
 
Si se tienen en cuenta todas las alteraciones genómicas de tipo amplificaciones por 
muestra de plasma y línea de tratamiento en que fueron extraídas se aprecia que el 
coeficiente de correlación de Pearson es de C=0.202 con una p=0.029, estadísticamente 
significativa que normalizada por TF es de 0.023 y se mantiene significativa. El 
coeficiente de correlación de Spearman es de C=0.273 con una p=0.03, estadísticamente 
significativa que normalizada por TF es de 0.007 y se mantiene significativa (gráfico 22). 
Por tanto, se encuentra una correlación moderada y significativa entre la cantidad de 
alteraciones genómicas de tipo amplificación y la línea de tratamiento en que se obtuvo 
la muestra de plasma. Oncoplot con todas las alteraciones genómicas encontradas en 
plasma se encuentra en el apéndice. 
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Gráfico 22. Gráfico de dispersión por número total de alteraciones genómicas de tipo amplificaciones por muestra 
(alteraciones y genes alterados) y línea de tratamiento. 

 
-Pérdida de material genómico  

En las muestras analizadas no se han encontrado pérdidas de material genómico en los 
genes estudiados. Por lo tanto, no es posible determinar la evolución de estas 
alteraciones a lo largo de las distintas líneas de tratamiento.  
 

5.8. GENES MÁS FRECUENTEMENTE ALTERADOS 
Los genes en los que se han encontrado alteraciones genómicas en mutaciones y 
alteraciones en el número de copias más frecuentemente en al menos una de las 
muestras analizadas por cada paciente han sido: 
 

-Mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas 
En las 39 pacientes incluidas, se han encontrado mutaciones patogénicas o 
probablemente patogénicas en 26 genes diferentes en al menos una muestra de cada 
paciente, que se detallan en la tabla 30. En el gráfico 23 se representan los genes en los 
que se han encontrado al menos un 10% mutaciones patogénicas o probablemente 
patogénicas en cada paciente en al menos una muestra. 
 

Pacientes 
(n) 

Genes con mutaciones  
patogénicas y probablemente patogénicas 

Porcentaje 
(%) 

35 TP53 90 

20 PIK3CA 51 

6 ARID1A, ESR1 15 

5 ERBB2, ATM 13 

4 GATA3, PTEN 10 

3 CDKN2A, KRAS, NFE2L2, SMAD4 7.5 

2 APC, BRCA2, CDH1, CDK12, RB1, RHOA 5 

1 
AKT1, BRCA1, EGFR, FGFR2, MAPK1, NF1, 
PDGFRA, VHL 

2.5 

 

Tabla 30. Mutaciones tipo patogénicas y probablemente patogénicas encontradas al menos en una muestra de cada 
paciente. 
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Gráfico 23. Diagrama de barras con los genes en los que se han encontrado al menos un 10% mutaciones patogénicas 
o probablemente patogénicas en cada paciente en al menos una muestra.  

 
-Variantes de significado incierto VUS 

En las 39 pacientes incluidas, se han encontrado mutaciones de tipo VUS en 55 genes 
diferentes en al menos una muestra de cada paciente, que se detallan en la tabla 31. En 
el gráfico 24 se representan los genes en los que se han encontrado al menos un 10% de 
mutaciones tipo VUS en cada paciente en al menos una muestra. 
 
 
  
 

Pacientes 
(número) 

Genes con mutaciones de tipo VUS 
Porcentaje 

(%) 

14 APC 36 

12 CDK12 31 

11 ATM, BRCA2, EGFR 28 

9 ERBB2, PDGFRA 23 

8 BRCA1, KIT 21 

7 MET 18 

6 ARID1A, NF1 15 

5 FGFR1, MYC, NTRK1 13 

4 AR, PIK3CA, RAF1, RB1 10 

3 ALK, BRAF, CDK6, FGFR2, MTOR, NOTCH1, RHOA, TERT 8 

2 CCND2, CDK4, FGFR3, HRAS, NTRK3, PTEN, ROS1, SMAD4, SMO, TSC1 5 

1 
CCND1, CCNE1, CDKN2A, ESR1, GNA11, GANQ, GNAS, HNF1A, IDH1, JAK2, JAK3, 
MAP2K1, MLH1, PTPN11, RET, RIT1, STK11, TP53 

2.5 

 

Tabla 31. Mutaciones tipo VUS encontradas al menos en una muestra de cada paciente. 
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Gráfico 24. Diagrama de barras con los genes en los que se han encontrado al menos un 10% mutaciones de tipo VUS 
en cada paciente en al menos una muestra.  

 

-Amplificaciones 
En las 39 pacientes incluidas, se han encontrado amplificaciones en 31 genes diferentes 
en al menos una muestra de cada paciente, que se detallan en la tabla 32. En el gráfico 
25 se representan los genes en los que se han encontrado al menos un 10% de 
alteraciones en CNV de tipo amplificación en cada paciente en al menos una muestra. 
 
 

Pacientes  
(número) 

Genes con amplificación Porcentaje (%) 

34 ERBB2 87 

23 CDK12 59 

16 CCND1, MYC 41 

14 PIK3CA 36 

9 CDK6 26 

8 BRAF 21 

6 CDK4, KIT 15 

5 FGFR1 13 

4 KRAS, MET, NF1, RAF1 10 

3 PDGFRA 8 

2 AR, CCNE1, ESR1, FGFR2, GATA3 5 

1 
BRCA1, CCND2, CDH1, FBXW7, GNAS, MPL, NRAS, RET, 
RIT1, ROS1, VHL 

2.5 

 

Tabla 32. Amplificaciones encontradas al menos en una muestra de cada paciente. 
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Gráfico 25. Diagrama de barras con los genes en los que se han encontrado al menos un 10% alteraciones de tipo 
amplificación en cada paciente en al menos una muestra.  

 

En el gráfico 26 se representan los genes y alteraciones encontrados con más frecuencia 
en al menos una muestra de cada paciente. 
 

 
 
Gráfico 26. Diagrama de barras con los genes y alteraciones encontrados con más frecuencia en al menos una muestra 
por paciente. All-CNVs: todas las alteraciones en número de copias. All-Gain: todas las alteraciones en ganancia en 
número de copias. All-MUT: todas las mutaciones. All patogenic: todas las mutaciones patogénicas y probablemente 
patogénicas. All-VUS: todas las mutaciones VUS.   

 

5.9. DETERMINADAS ALTERACIONES GENÓMICAS PODRÁN CONFERIR RESISTENCIA 
PRIMARIA A DETERMINADOS TRATAMIENTOS 

 
Para testar esta hipótesis se han utilizado los resultados de los análisis de las muestras 
de tejido y plasma disponibles de las pacientes que muestran una resistencia primaria 
clínica al tratamiento y se han comparado con las de las que no la presentan. Para 
considerar la resistencia primaria se han establecido valores clínicos de progresión de 
enfermedad como mejor respuesta en la primera valoración radiológica y/o un intervalo 
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libre de progresión < 4 meses (120 días) a un determinado tratamiento anti-HER2 sin 
haber presentado respuesta objetiva al mismo. Se han comparado las alteraciones 
genómicas que presentan estas pacientes frente a las pacientes que no cumplen estas 
características para cada grupo definido de tratamiento anti-HER2. Se valoran las 
mutaciones con variantes de un nucleótido (SNV) de tipo VUS, patogénicas y 
probablemente patogénicas. Asimismo, de valoran las variaciones en el número de 
copias (CNV) de tipo amplificaciones. Se valoran los genes en los que hay solapamiento 
entre panel VHIO-300 y panel Guardant360 VHIO. El resto de genes no incluidos en los 
dos paneles, no se han considerado para este análisis. Por tanto, se valoran alteraciones 
en 73 genes para SNV y en 18 genes para CNV. Se comparan las muestras disponibles de 
tejido y plasma de las pacientes que han recibido cada tratamiento según el criterio de 
resistencia primaria o no resistencia. Para la comparación se escoge la muestra más 
próxima posible al tratamiento, preferiblemente la inmediatamente anterior.  
 
Para las 39 pacientes incluidas se valoran todos los tratamientos que han recibido a lo 
largo de las distintas líneas de tratamiento sumando un total de 244 (gráfico 27).  
En las valoraciones de respuesta, entre los tratamientos considerados para cada 
paciente, hay 156 tratamientos en que no presentan los criterios establecidos de 
resistencia primaria. Entre ellos, hay 5 en que se alcanza una RC, 88 una RP, en 42 EE y 
en 21 no se ha podido recoger la respuesta, aunque la TTP es > de 4 meses y por lo tanto 
estos tratamientos no se han incluido en el grupo de resistencia primaria. Hay 87 
tratamientos que cumplen criterios clínicos de resistencia primaria. De ellos 59 
corresponden a PE < 4 meses como mejor respuesta, 13 con EE y SLP < 4 meses. En 15 
tratamientos no se ha podido recoger la respuesta, aunque por haber presentado TTP < 
4 meses se consideran con resistencia primaria. 
 

 
 
Gráfico 27. Diagrama de cajas de la distribución de los tratamientos recibidos por las pacientes según la respuesta 
obtenida. TTP: tiempo a la progresión, y criterios clínicos de resistencia primaria. La línea discontinua roja representa 
el límite de 120 días. Best Response: mejor respuesta obtenida a tratamiento. CR: Respuesta completa. PR: Respuesta 
parcial. SD: Enfermedad estable. NA: No disponible.  

 

Para valorar las posibles alteraciones genómicas relacionadas con la resistencia primaria 
al tratamiento se identifican las muestras disponibles, cuya distribución acorde a los 
criterios de resistencia se representa en el diagrama de cajas correspondiente al gráfico 
28. 
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Gráfico 28. Diagrama de cajas de la distribución de las muestras disponibles de las pacientes según la respuesta 
obtenida. TTP: tiempo a la progresión, y criterios clínicos de resistencia primaria. La línea discontínua roja representa 
el límite de 120 días. Best Response: mejor respuesta obtenida a tratamiento. CR: Respuesta completa. PR: Respuesta 
parcial. SD: Enfermedad estable. NA: No disponible.  

5.9.1. Cleopatra group 
Considerando cada grupo de tratamiento, en el Cleopatra group no se ha detectado 
ninguna paciente que cumpla criterios de resistencia primaria entre 29 pacientes 
evaluables que recibieron el tratamiento. Por tanto, no se puede evaluar este grupo de 
tratamiento para establecer alguna variante sugestiva de resistencia primaria. 
 

5.9.2. Trastuzumab-quimioterapia 
En el grupo de TZ_QT, las pacientes han realizado 27 (47%) tratamientos en los que no 
se cumplen criterios de resistencia y 31 (53%) clasificados como resistentes. Hay 40 
muestras disponibles para análisis. Hay más muestras que pacientes incluidas en el 
estudio, ya que una misma paciente puede recibir trastuzumab asociado a diferentes 
quimioterapias en diferentes líneas de tratamiento. De las muestras, hay un 26 (65%) 
que corresponden a pacientes con criterio de resistencia primaria y 14 (35%) no 
resistentes. Es importante tener en consideración que, en estas pacientes con criterios 
de resistencia primaria, estrictamente se trataría de una resistencia adquirida en todos 
los casos, ya que todas las pacientes habían tenido exposición previa a trastuzumab en 
primera línea sin cumplir criterios de resistencia primaria. Por tanto, se trataría de 
pacientes con progresión precoz al tratamiento. Al comparar todas las alteraciones 
genómicas encontradas en las pacientes con SLP < 4 meses con EE o PD como mejor 
respuesta con las no resistentes con el test exacto de Fisher, no se ha encontrado 
ninguna variante estadísticamente significativa. Así no hay ninguna SNV o CNV en los 
genes testados estadísticamente diferente entre las pacientes respondedoras y no 
respondedoras sugestiva de contribuir a la resistencia. Por tanto, no se puede establecer 
ninguna variante sugestiva de resistencia adquirida con progresión precoz a este grupo 
de tratamiento. 
 

5.9.3. T-DM1 
En el grupo de TDM1, las pacientes han realizado 23 (70%) tratamientos en los que no 
se cumplen criterios de resistencia y 10 (30%) clasificados como resistentes.  Hay 
muestras con resultados disponibles de 20 pacientes que lo han recibido, de las cuales 
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hay 4 (20%) que cumplen criterios de resistencia primaria, mientras que hay 16 (80%) 
que no la presentan. Al comparar las mutaciones de tipo SNV entre el grupo de pacientes 
con criterios de resistencia frente a la que no la presentan hay 2 variantes 
estadísticamente significativas con el test exacto de Fisher. El gen CDKN2A teniendo en 
consideración en conjunto todas sus posibles mutaciones, VUS, patogénicas y 
probablemente patogénicas alcanza la significación estadística con una p=0.0392. Sin 
embargo, pierde significación con una p=0.222 para cada tipo de mutación en concreto. 
Se encuentra mutación patogénica en CDKN2A en 25% y una VUS en 25% de las 
pacientes con criterios de resistencia primaria y en ninguna sin criterios. El gen PTEN 
alcanza significación estadística para todas las mutaciones en conjunto y para las 
mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas con una p=0.0392 en todos los 
casos. Se encuentra mutación en PTEN en el 50% de las pacientes con criterios de 
resistencia primaria a T-DM1 y en ninguna sin criterios. Para las amplificaciones, se 
encuentra una diferencia estadísticamente significativa en el gen RAF1 con una 
p=0.0392. Se encuentra la amplificación en RAF1 en 50% de pacientes con criterios de 
resistencia primaria y en ninguna sin criterios. En el resto de genes no hay diferencias 
en la amplificación, incluyendo a ERBB2. Para este gen de especial interés, es destacable 
que entre las muestras de las pacientes resistentes a tratamiento hay 2 de 4 muestras 
(50%) que no muestran amplificación de ERBB2, mientras que solamente en 1 de 16 (6%) 
de las respondedoras estaba ausente. Se muestran las alteraciones genómicas 
encontradas en las muestras de las pacientes con criterios de resistencia primaria a T-
DM1 comparadas con las que no los cumplen en el oncoplot (figura 11). 
 
 

 

Figura 11. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de pacientes que presentan 
resistencia primaria y de las que no la presentan a tratamiento con T-DM1. Cada columna representa una muestra 
individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Response: blanco: no resistencia primaria. Negro: 
resistencia primaria. Moment: momento de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: 
anterior a tratamiento. Line distance: Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se 
representan las alteraciones genómicas SNV: VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, mutaciones patogénicas 
en granate, probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en 
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rojo, probablemente benignas en verde, patogénicas y VUS en fucsia, probablemente patogénicas y VUS en lila. CNV 
en negro. Amplificación con un punto, ganancia con un triángulo y pérdida con un cuadrado. Tipo de muestra: Tejido 
en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. 
IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Breast: Mama. Liver: Hígado. Nodes: 
Adenopatías. Pericardium: pericardio. Skin breast: letálides. 

 
Se propone a la paciente 14 como ejemplo de resistencia primaria a T-DM1. Se trata de 
una paciente que había presentado un cáncer de mama estadio IIIA con perfil luminal B 
HER2 negativo, tratada en adyuvancia con antraciclinas y taxanos, radioterapia y 
hormonoterapia adyuvante. Recidiva en curso de tratamiento hormonal presentando 
una crisis visceral, mantiene perfil luminal B HER2 negativo e inicia primera línea (1L) 
con esquema IMELDA (docetaxel y bevacizumab seguido de capecitabina y 
bevacizumab) con tiempo a la progresión TTP de 40 meses. En 2L se mantiene perfil 
luminal B HER2 negativo y recibe tratamiento dentro de ensayo clínico con la 
combinación de giredestrant, letrozol y palbociclib con TTP de 16 meses. Antes de la 3L 
se realiza biopsia en la que se evidencia que el tumor cambia a un perfil luminal B HER2 
positivo (HER2 3+). Así, en 3L recibe paclitaxel, trastuzumab y pertuzumab con TTP de 8 
meses alcanzando RP. En 4L recibe T-DM1 con una SLP < 2 meses con PE como mejor 
respuesta. Se valora la muestra de biopsia líquida previa a T-DM1. En la muestra se 
detectan mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas en los genes ARID1A, 
PIK3CA (triple mutación: patogénica, probablemente patogénica y VUS), PTEN, ESR1, 
TP53 y SMAD4. Se encuentran VUS en EGFR, KIT, MET, BRAF, RB1, ATM y CDKN2A. Hay 
amplificación en PIK3CA y RAF1, pero no en ERBB2. 
 

5.9.4. Trastuzumab deruxtecan  
En el grupo de TDXd, las pacientes han realizado 22 (88%) tratamientos en los que no se 
cumplen criterios de resistencia, 2 (8%) clasificados como resistentes y 1 (4%) en el que 
no hay información suficiente para su clasificación.  Hay 24 muestras disponibles de 
pacientes que lo han recibido de las cuales 3 (12.5%) cumplen criterios de resistencia 
primaria y las 21 (87.5%) restantes no los cumplen.  
Al comparar todas las alteraciones genómicas encontradas en las pacientes con criterios 
de resistencia primaria con las no resistentes con el test exacto de Fisher no se ha 
encontrado ninguna variante estadísticamente significativa. Así no hay ninguna SNV o 
CNV en los genes testados estadísticamente diferente entre las pacientes 
respondedoras y no respondedoras sugestiva de contribuir a la resistencia.  Se muestran 
las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de las pacientes con criterios 
de resistencia primaria a T-DXd comparadas con las que no los cumplen en el oncoplot 
(figura 12). 
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Figura 12. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de pacientes que presentan 
resistencia primaria y de las que no la presentan a tratamiento con T-DXd. Cada columna representa una muestra 
individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Response: blanco: no resistencia primaria. Negro: 
resistencia primaria. Moment: momento de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: 
anterior a tratamiento. Line distance: Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se 
representan las alteraciones genómicas SNV: VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, mutaciones patogénicas 
en granate, probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en 
rojo, probablemente benignas en verde, patogénicas y VUS en fucsia, probablemente patogénicas y VUS en lila. CNV 
en negro. Amplificación con un punto, ganancia con un triángulo y pérdida con un cuadrado. Tipo de muestra: Tejido 
en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. 
IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Breast: Mama. Liver: Hígado. Skin 
breast: letálides. 

 
Se propone a la paciente 91 como ejemplo de resistencia primaria a TDXd. Se trata de 
una paciente con cáncer de mama estadio IIA con perfil luminal B HER2 negativo 
inicialmente tratada con cirugía, antraciclinas y tamoxifeno adyuvante. Presenta recaída 
luminal B HER2 negativa en curso de adyuvancia hormonal e inicia 1L con letrozol con 
TTP de 6 meses. En 2L recibe fulvestrant con TTP de 8 meses. En 3L recibe capecitabina 
con TTP de 7 meses. En 4L se detecta mutación en PIK3CA y recibe dentro de ensayo 
clínico la combinación de alpelisib, everolimus y exemestano con TTP de 1 mes. En 5L 
inicia vinorelbina con TTP de 2 meses. En 6L recibe paclitaxel con TTP de 2 meses. En 7L 
sigue eribulina con TTP de 1 mes. En 8L recibe esquema CMF metronómico. En 9L se 
realiza biopsia que muestra emergencia de amplificación de HER2 con un HER2 3+ por 
IHQ y realiza esquema cleopatra con docetaxel-trastuzumab y pertuzumab con TTP de 
13 meses. En 10L recibe T-DM1 asociado a radioterapia en mama con TTP de 4 meses. 
En 11L recibe capecitabina y lapatinib con TTP < 4 meses. En L12 recibe TDXd dentro de 
ensayo DESTINY-Breast01 con TTP < 4 meses.  
Se dispone de biopsia líquida y de tejido previamente a inicio de tratamiento con TDXd. 
En la biopsia de plasma únicamente se aprecia una mutación probablemente patogénica 
en TP53 que no está presente en tejido. Hay una VUS en CDK12 en tejido no detectable 
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en plasma. En tejido no se encuentra ninguna mutación patogénica, pero sí múltiples 
VUS que solo están incluidas para su posible detección en panel VHIO-300 por lo que no 
se pueden detectar en plasma. Incluyen los genes ABL2, ASXL1, BRIP1, E2FR, ERG, FLT3, 
LATS1, PIK3C2B, PRSS8, QK1, RARA Y SPOP. Respecto a las alteraciones en CNV, en 
ambas muestras hay amplificación de ERBB2 que es la única alteración detectable en 
plasma. Sin embargo, en tejido hay múltiples alteraciones incluyendo amplificación en 
MYC que no se detecta en plasma. Entre las múltiples alteraciones en genes que 
solamente son detectables en tejido por panel VHIO-300 se encuentran amplificaciones 
en AXIN1, BRCA1, BRIP1, CD79B, CDK12, FAM46C, FLCN, GRIN2A, PRKARI1, RSPO2, 
SOCS1, SPOP, VTCN1, YES Y ZFN217.  
 

5.9.5. Trastuzumab duocarmacina 
En el grupo de SYD985, las pacientes han realizado 5 (50%) tratamientos en los que no 
se cumplen criterios de resistencia y 5 (50%) clasificados como resistentes. Hay 10 
muestras disponibles de pacientes que lo han recibido de las cuales 3 (30%) cumplen 
criterios de resistencia primaria y las 7 (70%) restantes no los cumplen.  
Al comparar todas las alteraciones genómicas encontradas en las pacientes con criterios 
de resistencia primaria con las no resistentes con el test exacto de Fisher no se ha 
encontrado ninguna variante estadísticamente significativa. Así no hay ninguna SNV o 
CNV en los genes testados estadísticamente diferente entre las pacientes 
respondedoras y no respondedoras sugestiva de contribuir a la resistencia.  
Se muestran las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de las pacientes 
con criterios de resistencia primaria a SYD985 comparadas con las que no los cumplen 
en el oncoplot (figura 13). 
 
 

  
 

Figura 13. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de pacientes que presentan 
resistencia primaria y de las que no la presentan a tratamiento con SYD985. Cada columna representa una muestra 
individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Response: blanco: no resistencia primaria. Negro: 
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resistencia primaria. Moment: momento de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: 
anterior a tratamiento. Line distance: Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se 
representan las alteraciones genómicas VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, mutaciones patogénicas en 
granate, probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en rojo, 
probablemente benignas en verde, patogénicas y VUS en fucsia, probablemente patogénicas y VUS en lila. CNV en 
negro. Amplificación con un punto, ganancia con un triángulo y pérdida con un cuadrado. Tipo de muestra: Tejido en 
naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. 
IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Nodes: Adenopatías. Soft tissue: 
Tejidos blandos. 

 
Se propone a la paciente 26 como ejemplo de resistencia primaria a SYD985. Se trata de 
una paciente con cáncer de mama estadio IIIC con perfil luminal B HER2 positivo (HER2 
2+/ISH amplificado) de entrada. Realiza neoadyuvancia con antraciclinas, taxanos. El 
estadio tras cirugía pasa a IIIA y sigue adyuvancia con radioterapia, trastuzumab y 
tamoxifeno. Progresa en curso de hormonoterapia y a menos de 6 meses del fin de 
trastuzumab. Inicia 1L con T-DM1 con TTP de 11 meses. En 2L recibe capecitabina y 
lapatinib con TTP de 12 meses. En 3L sigue trastuzumab y vinorelbina con TTP de 2 
meses. En 4L recibe SYD985 con TTP de 3 meses. Se dispone de biopsia líquida a la 
progresión. Se detecta una mutación patogénica en ESR1 y VUS en APC, ATM, MET, RB1 
y KIT. Respecto a las alteraciones en CNV, hay amplificación en ERBB2, CCND1, PDGFRA, 
MYC y BRAF. Hay ganancia en número de copias que no llega a criterios de amplificación 
en FGFR1 y EGFR. 
 

5.9.6. TKI 
En el grupo de TKi, las pacientes han realizado 15 (58%) tratamientos en los que no se 
cumplen criterios de resistencia, 11 (42%) clasificados como resistentes. Hay 17 
muestras disponibles de pacientes que lo han recibido de las cuales 8 (47%) cumplen 
criterios de resistencia primaria y las 9 (53%) restantes no los cumplen.  
Al comparar todas las alteraciones genómicas encontradas en las pacientes con criterios 
de resistencia primaria con las no resistentes con el test exacto de Fisher no se ha 
encontrado ninguna variante estadísticamente significativa. Así no hay ninguna SNV o 
CNV en los genes testados estadísticamente diferente entre las pacientes 
respondedoras y no respondedoras sugestiva de contribuir a la resistencia.  
Se muestran las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de las pacientes 
con criterios de resistencia primaria a TKIs comparadas con las que no los cumplen en el 
oncoplot (figura 14). 
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Figura 14. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de pacientes que presentan 
resistencia primaria y de las que no la presentan a tratamiento con TKI. Cada columna representa una muestra 
individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Response: blanco: no resistencia primaria. Negro: 
resistencia primaria. Moment: momento de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: 
anterior a tratamiento. Line distance: Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se 
representan las alteraciones genómicas SNV: VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, mutaciones patogénicas 
en granate, probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en 
rojo, probablemente benignas en verde, patogénicas y VUS en fucsia, probablemente patogénicas y VUS en lila. CNV 
en negro. Amplificación con un punto, ganancia con un triángulo y pérdida con un cuadrado. Tipo de muestra: Tejido 
en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. 
IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Breast: Mama. Pericardium: 
pericardio. Skin breast: letálides. 

 

Se propone a la paciente 15 como ejemplo de resistencia primaria a TKI. Se trata de una 
paciente con cáncer de mama metastásico al debut con perfil luminal B HER2 positivo 
con HER2 3+. Recibe en 1L docetaxel, trastuzumab y pertuzumab con TTP de 11 meses. 
En 2L recibe en ensayo clínico KATE2 la combinación de T-DM1 y atezolizumab con TTP 
de 7 meses. En 3L sigue trastuzumab y vinorelbina con TTP < 4 meses. EN 4L recibe en 
ensayo clínico HER2CLIMB el triplete de capecitabina, trastuzumab y tucatinib con TTP 
de 6 semanas. 
Se dispone de biopsia líquida a la progresión. Se detectan mutaciones patogénicas o 
probablemente patogénicas en los genes PIK3CA, TP53 y ARID1A. Hay VUS en CDK12, 
ERBB2 y EGFR. Respecto a las alteraciones en CNV, se encuentra amplificación en ERBB2 
y FGFR1. Hay ganancia en número de copias sin cumplir criterios de amplificación en 
EGFR. 
 
Para todos los tratamientos anti-HER2 en los que se ha testado, los resultados obtenidos 
no permiten validar la hipótesis de que determinadas alteraciones genómicas analizadas 
por NGS en muestras de plasma y tejido podrán conferir resistencia primaria a 
determinados tratamientos. En general no se han encontrado alteraciones genómicas 
sugestivas de conferir resistencia primaria en el análisis estadístico comparativo entre 
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las muestras de pacientes con criterios clínicos de resistencia primaria y las que no los 
cumplen. Excepcionalmente, se ha encontrado que la mutación probablemente 
patogénica en PTEN y la amplificación de RAF1 podrían estar relacionadas con la 
resistencia primaria a T-DM1.  
 

5.10. DETERMINADAS ALTERACIONES GENÓMICAS ADQUIRIDAS PODRÁN CONFERIR 
RESISTENCIA ADQUIRIDA A DETERMINADOS TRATAMIENTOS 
 
Para testar la hipótesis de que determinadas mutaciones adquiridas podrán conferir 
resistencia adquirida o secundaria a terapias anti-HER2, se han valorado las pacientes 
de las que se disponen de resultados de genómicos antes y después de un determinado 
tratamiento. Se consideran todas las muestras disponibles de todas las pacientes tanto 
de tejido como de plasma. Se valoran los genes en los que hay solapamiento entre panel 
VHIO-300 y panel Guardant360 VHIO. Por tanto, se valoran alteraciones en 73 genes 
para SNV y en 18 genes para CNV. Así, es factible valorar las posibles alteraciones 
genómicas que pudieran emerger y potencialmente conferir resistencia al tratamiento. 

 

5.10.1. Cleopatra group 
Al comparar las muestras de plasma y tejido antes y después del tratamiento disponibles 
en 5 pacientes, no se encuentra ninguna diferencia estadísticamente significativa en las 
alteraciones genómicas encontradas que sea sugestiva de haber emergido como 
responsable de la resistencia. Se valoran alteraciones en 73 genes con mutaciones 
patogénicas y de tipo VUS. En el test exacto de Fisher, realizado para cada gen alterado, 
no hay ninguna alteración genómica con un valor estadísticamente significativo. Se 
testan también las posibles diferencias en alteraciones del número de copias de genes 
antes y después del tratamiento. De los 18 genes en los que se valoran alteraciones, 
ninguna es estadísticamente significativa. Se muestran las alteraciones genómicas 
encontradas en las muestras de las pacientes antes y después del tratamiento con 
esquema Cleopatra en el oncoplot (figura 15). 
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Figura 15. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas antes y después de tratamiento con taxano, 
trastuzumab, pertuzumab. Cada columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un 
gen diferente. Moment: momento de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: 
anterior a tratamiento. Line distance: Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se 
representan las alteraciones genómicas SNV: VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, mutaciones patogénicas 
en granate, probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en rojo 
. Tipo de muestra: Tejido en naranja, plasma en rosa. CNV en negro. Amplificación con un punto, ganancia con un 
triángulo y pérdida con un cuadrado.  MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: 
Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Breast: 
Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. 

Ya que no es posible encontrar ninguna diferencia estadística, se propone a la paciente 
76 como ejemplo de las diferencias encontradas antes y después del tratamiento con 
doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab. La paciente presentó un ILP de 7 meses. 
Se trata de una paciente metastásica de novo de la que se dispone de resultados de 
biopsias sincrónicas en tejido de mama, adenopatía axilar, pulmonar y plasma antes del 
tratamiento y de una muestra de plasma después. Es la paciente de la que se dispone 
de más muestras antes del tratamiento 1L. Se comparan las alteraciones encontradas 
con la muestra de plasma analizada tras el tratamiento. Presenta una mutación 
patogénica en TP53 que se conserva en todas las muestras antes y después. Sin 
embargo, hay VUS en CDK12, EGFR, RB1 antes de recibir el tratamiento que se detectan 
en todas las muestras y que se pierden a la progresión. En esta paciente, emerge una 
mutación de AKT1 en plasma que no estaba presente al inicio. Respecto a la 
amplificación de ERBB2, se encuentra en todas las muestras de tejido, pero no en la de 
plasma al inicio. A la progresión emerge en plasma la amplificación de ERBB2. Respecto 
a amplificaciones en otros genes, emerge MYC en plasma tras el tratamiento que se 
había encontrado en tejido de entrada, pero no en plasma. Emerge amplificación en 
PIK3CA en plasma que no se había encontrado en ninguna muestra previamente a 
tratamiento. En el gen FGFR1 se encontraba amplificación en las muestras de tejido 
antes de tratamiento y se mantiene una ganancia en número de copias en plasma antes 
y después del tratamiento. 
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5.10.2. Trastuzumab-quimioterapia 
Al comparar las muestras de plasma y tejido antes y después del tratamiento disponibles 
en 10 pacientes, no se encuentra ninguna diferencia estadísticamente significativa en 
las alteraciones genómicas encontradas que sea sugestiva de haber emergido como 
responsable de la resistencia. Se valoran alteraciones en 73 genes con mutaciones 
patogénicas y de tipo VUS. En el test exacto de Fisher, realizado para cada gen alterado, 
no es estadísticamente significativo. Se testan también las posibles diferencias en 
alteraciones del número de copias de genes antes y después del tratamiento. De los 18 
genes en los que se valoran alteraciones, ninguna es estadísticamente significativa. Se 
muestran las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de las pacientes antes 
y después del tratamiento con trastuzumab y quimioterapia en el oncoplot (figura 16). 
 

 
 

Figura 16. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas antes y después de tratamiento con con trastuzumab 
y quimioterapia. Cada columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. 
Moment: momento de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: anterior a 
tratamiento. Line distance: Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se representan las 
alteraciones genómicas VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, mutaciones patogénicas en granate, 
probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en rojo, 
probablemente benignas en verde, patogénicas y VUS en fucsia, probablemente patogénicas y VUS en lila. CNV en 
negro. Amplificación con un punto, ganancia con un triángulo y pérdida con un cuadrado. Tipo de muestra: Tejido en 
naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. 
IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: 
Pulmón. Nodes: Adenopatías. Skin breast: letálides. Soft tissue: Tejidos blandos. 

Ya que no es posible encontrar ninguna diferencia estadística, se propone a la paciente 
18 como ejemplo de las diferencias encontradas antes y después del tratamiento con 
TZ_QT. Se trata de una paciente metastásica de novo de la que se dispone de resultados 
de biopsia de plasma antes del tratamiento de 6L con doxorubucina liposomal, 
ciclofosfamida y trastuzumab. Presenta como mejor respuesta progresión con una SLP 
< 4 meses. Se dispone de biopsias sincrónicas en hígado y plasma a la progresión. Se 
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comparan las alteraciones encontradas con la muestra de plasma analizada previamente 
al tratamiento. Presenta mutaciones patogénicas en TP53, PIK3CA y GATA3 que se 
conservan en todas las muestras antes y después. En las muestras de plasma antes y 
después se detectan VUS en ERBB2, PDGFRA y EGFR que no se encuentran en la muestra 
sincrónica de tejido recogida tras tratamiento. En la muestra de plasma tras tratamiento, 
emerge una VUS en APC que no se había detectado ni en tejido ni en plasma antes de 
tratamiento. Respecto a las alteraciones en el número de copias, la paciente presenta 
amplificación de ERBB2 en todas las muestras. Además, se encuentra amplificación de 
BRAF en plasma antes y después, pero no en tejido. La mayor variación se aprecia en la 
emergencia de alteraciones en el número de copias en plasma de varios genes que no 
estaban presentes antes del tratamiento. Así hay nuevas amplificaciones en PIK3CA, 
CCND1, CCND2, MET, MYC y RAF1 que no se encuentran en la muestra pareada de tejido 
postratamiento. Adicionalmente se encuentran numerosas alteraciones en el número 
de copias en la muestra de tejido en forma de amplificaciones de los genes BTK, ERCC5, 
IRS2, SH2D1A, STAG2, XIAP y deleciones en CDKN2A, CDKN2B, ERG, ICOSLG, todos ellos 
genes cuyas alteraciones en número de copias no son detectables en plasma con el 
panel Guardant360 VHIO. 
 

5.10.3. T-DM1 
Al comparar las muestras de plasma y tejido antes y después del tratamiento disponibles 
en 7 pacientes, no se encuentra ninguna diferencia estadísticamente significativa en las 
alteraciones genómicas encontradas que sea sugestiva de haber emergido como 
responsable de la resistencia. Se valoran alteraciones en 73 genes con mutaciones 
patogénicas y de tipo VUS. En el test exacto de Fisher, realizado para cada gen alterado, 
no es estadísticamente significativo. Se testan también las posibles diferencias en 
alteraciones del número de copias de genes antes y después del tratamiento. De los 18 
genes en los que se valoran alteraciones, ninguna es estadísticamente significativa. Se 
muestran las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de las pacientes antes 
y después del tratamiento con T-DM1 en el oncoplot (figura 17). 
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Figura 17. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas antes y después de tratamiento con T-DM1. Cada 
columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Moment: momento 
de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: anterior a tratamiento. Line distance: 
Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se representan las alteraciones genómicas SNV: 
VUS en azul oscuro, mutaciones patogénicas en granate, probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de 
patogénicas y probablemente patogénicas en rojo. CNV en negro. Amplificación con un punto, ganancia con un 
triángulo y pérdida con un cuadrado.  Tipo de muestra: Tejido en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. 
NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización 
de la biopsia: Blood: Plasma. Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Pericardium: 
Pericardio. 

Ya que no es posible encontrar ninguna diferencia estadística, se propone a la paciente 
42 como ejemplo de las diferencias encontradas en las alteraciones genómicas antes y 
después del tratamiento con T-DM1. Se trata de una paciente metastásica de novo cuyo 
fenotipo tumoral al debut era luminal B HER2 positivo. Había recibido tratamiento de 
primera línea doble bloqueo asociado a taxano con un SLP de 12 meses con EE. 
Posteriormente recibe T-DM1 con una SLP de 26 meses con EE.   
Se dispone de biopsias sincrónicas en adenopatía locorregional y plasma antes del inicio 
de tratamiento. Se comparan las alteraciones encontradas con la muestra de plasma 
analizada correspondiente a la progresión al tratamiento. Presenta mutación patogénica 
en TP53 en todas las muestras antes y después. Hay una VUS en NTRK1 presente en 
tejido y plasma antes del tratamiento que se pierde a la progresión. En la muestra de 
plasma antes se detecta una VUS en SMAD4 que no se visualiza ni en la muestra pareada 
de tejido, ni en la de plasma postratamiento. En la muestra de tejido previa al 
tratamiento presenta una mutación en MAP3K1 que no se detecta en plasma porque no 
está incluida en el panel Guardant360 VHIO. Hay otras mutaciones tipo VUS como 
ERCC2, INPP4B, KEL, NOTCH4 y SOX10 que solo se detectan en la muestra de tejido. 
Respecto a las alteraciones en el número de copias, la paciente presenta amplificación 
de ERBB2 en la muestra de tejido previamente a tratamiento, pero no en muestra de 
plasma pareada y tampoco se detecta amplificación tras la progresión a T-DM1. Se 
encuentran amplificaciones en diversos genes en tejido antes del tratamiento que 
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incluyen CCND1 y PIK3CA y deleción en MYC que no se detectan en plasma antes y 
después. Hay otras alteraciones en el número de copias detectadas solamente en tejido 
como en CDK12, FGF19, FGF3, FGF4, PRKCI, JAK2, MAPK7, MCL1 entre otros, que no son 
detectables por el panel Guardant360 VHIO.   
 

5.10.4. Trastuzumab deruxtecan  
Al comparar las muestras de plasma y tejido antes y después del tratamiento disponibles 
en 11 pacientes, no se encuentra ninguna diferencia estadísticamente significativa en 
las alteraciones genómicas encontradas que sea sugestiva de haber emergido como 
responsable de la resistencia. Se valoran alteraciones en 73 genes con mutaciones 
patogénicas y de tipo VUS. En el test exacto de Fisher, realizado para cada gen alterado, 
no es estadísticamente significativo. Se testan también las posibles diferencias en 
alteraciones del número de copias de genes antes y después del tratamiento. De los 18 
genes en los que se valoran alteraciones, ninguna es estadísticamente significativa. Se 
muestran las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de las pacientes antes 
y después del tratamiento con T-DXd en el oncoplot (figura 18). 
 
 
 

 
 

Figura 18. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas antes y después de tratamiento con trastuzumab 
deruxtecan. Cada columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. 
Moment: momento de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: anterior a 
tratamiento. Line distance: Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se representan las 
alteraciones genómicas SNV: VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, mutaciones patogénicas en granate, 
probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en rojo, 
probablemente benignas en verde, patogénicas y VUS en fucsia, probablemente patogénicas y VUS en lila. CNV en 
negro. Amplificación con un punto, ganancia con un triángulo y pérdida con un cuadrado. Tipo de muestra: Tejido en 
naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. 
IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Brain: Cerebro. Liver: Hígado. Skin 
breast: letálides. Soft tissue: Tejidos blandos. 
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Ya que no es posible encontrar ninguna diferencia estadística, se propone a la paciente 
24 como ejemplo de las diferencias encontradas en las alteraciones genómicas antes y 
después del tratamiento con T-DXd. Se trata de una paciente metastásica que había 
progresado > 12 meses del fin de la adyuvancia con trastuzumab, cuyo fenotipo tumoral 
al debut era luminal B HER2 positivo. Había recibido como tratamiento de primera línea 
doble bloqueo asociado a taxano con un SLP de 7 meses. Posteriormente en 2L recibe 
T-DM1 con una SLP de 2 meses.  Sigue tratamiento en 3L con Capecitabina asociado a 
lapatinib con una SLP < 2 meses. En 4L recibe doble bloqueo con trastuzumab y lapatinib 
con SLP de 3 meses. En 5L inicia tratamiento con T-DXd con una SLP de 21 meses 
alcanzando una RP. 
Se dispone de biopsias sincrónicas de letálides cutáneas y plasma a la progresión del 
tratamiento. Se comparan las alteraciones encontradas con la muestra de plasma 
correspondiente previa al inicio de tratamiento. Presenta mutación patogénica en TP53 
en la muestra de plasma previa a tratamiento, que conserva en tejido a la progresión, 
aunque se pierde la detección en plasma. Hay una VUS en MYC presente en plasma antes 
del tratamiento que posteriormente no se detecta en las muestras de tejido y plasma a 
la progresión. En la muestra de tejido posterior al tratamiento presenta varias VUS 
incluyendo RHOA y NOTCH1 que no se detectan en plasma. Así, en la muestra de plasma 
tras T-DXd ya no se detecta ninguna mutación. 
Respecto a las alteraciones en el número de copias, la paciente presenta amplificación 
de ERBB2 en la muestra de plasma previamente a tratamiento, pero ya no se detecta en 
las muestras de plasma y tejido pareadas a la progresión a T-DXd. Sí se mantiene la 
detección de amplificación en MYC tanto en plasma antes del inicio del tratamiento 
como en tejido a la progresión, aunque se pierde la detección en plasma tras el 
tratamiento. La única alteración genómica que se detecta en la muestra de plasma tras 
T-DXd es la emergencia de una amplificación en CDK6 que no se detecta en la muestra 
de tejido pareada.  
 

5.10.5. Trastuzumab duocarmacina 
Al comparar las muestras de plasma y tejido antes y después del tratamiento disponibles 
en 6 pacientes, no se encuentra ninguna diferencia estadísticamente significativa en las 
alteraciones genómicas encontradas que sea sugestiva de haber emergido como 
responsable de la resistencia. Se valoran alteraciones en 73 genes con mutaciones 
patogénicas y de tipo VUS. En el test exacto de Fisher, realizado para cada gen alterado, 
no es estadísticamente significativo. Se testan también las posibles diferencias en 
alteraciones del número de copias de genes antes y después del tratamiento. De los 18 
genes en los que se valoran alteraciones, ninguna es estadísticamente significativa.  
Se muestran las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de las pacientes 
antes y después del tratamiento con SYD985 en el oncoplot (figura 19). 
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Figura 19.Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas antes y después de tratamiento con trastuzumab 
duocarmacina. Cada columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. 
Moment: momento de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: anterior a 
tratamiento. Line distance: Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se representan las 
alteraciones genómicas VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, mutaciones patogénicas en granate, 
probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en rojo, 
patogénicas y VUS en fucsia, probablemente patogénicas y VUS en lila. CNV en negro. Amplificación con un punto, 
ganancia con un triángulo y pérdida con un cuadrado. Tipo de muestra: Tejido en naranja, plasma en rosa. MSI: carga 
mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: 
Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Breast: Mama. Nodes: Adenopatías. Skin breast: letálides. Soft tissue: 
Tejidos blandos. 

 

Ya que no es posible encontrar ninguna diferencia estadística, se propone a la paciente 
6 como ejemplo de las diferencias encontradas en las alteraciones genómicas antes y 
después del tratamiento con SYD985.  
Se trata de una paciente metastásica de novo cuyo fenotipo tumoral al debut era luminal 
B HER2 positivo. Había recibido como tratamiento de primera línea doble bloqueo 
asociado a taxano con un SLP de 25 meses alcanzando RP. Posteriormente en 2L recibe 
T-DM1 asociado a doxorrubicina liposomal en ensayo clínico con un TTP de 5 meses con 
EE.  Sigue tratamiento en 3L con trastuzumab asociado a vinorelbina con un TTP de 15 
meses alcanzando RP. En 4L recibe tratamiento con SYD985 con un TTP de  22 meses 
alcanzando una RP. 
Se dispone de biopsias sincrónicas de partes blandas y plasma antes del tratamiento. 
También hay muestras pareadas a la progresión de tratamiento de mama y plasma. Se 
comparan las alteraciones encontradas entre todas las muestras disponibles. 
Presenta mutación patogénica en PIK3CA que está presente en todas las muestras. Se 
detecta en plasma previamente al tratamiento una mutación probablemente 
patogénica y VUS en TP53 que no está presente en la muestra pareada de tejido. A la 
progresión se detecta mutación probablemente patogénica en TP53 en tejido y 
patogénica en plasma. Hay una mutación probablemente patogénica en PTEN que 
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únicamente es detectada en plasma antes del tratamiento y no después. Se detecta una 
VUS en CDK6 en tejido y plasma antes de tratamiento que es indetectable después. Hay 
otras VUS que únicamente se detectan en plasma y no en tejido antes de SYD985 en los 
genes EGFR, FGFR2 y MYC. De ellas se mantienen a la progresión FGFR2 y MYC. Emerge 
en plasma una mutación probablemente patogénica en ARID1A que no es visible en 
tejido. En tejido emergen VUS en APC y NKTR3 no visibles en plasma. En plasma emergen 
VUS en PDGFRA, CDK12 y KIT no visibles en tejido.  
Respecto a las alteraciones en el número de copias, la paciente mantiene amplificación 
de ERBB2 en todas las muestras analizadas. A la progresión no hay ninguna amplificación 
emergente detectada en tejido. Sin embargo, en plasma emergen nuevas 
amplificaciones en CCND1, PIK3CA, BRAF, FGFR2, CDK4, CDK6 y RAS. 
 

5.10.6. TKI 
Al comparar las muestras de plasma y tejido antes y después del tratamiento disponibles 
en 5 pacientes, no se encuentra ninguna diferencia estadísticamente significativa en las 
alteraciones genómicas encontradas que sea sugestiva de haber emergido como 
responsable de la resistencia. Se valoran alteraciones en 73 genes con mutaciones 
patogénicas y de tipo VUS. En el test exacto de Fisher, realizado para cada gen alterado, 
no es estadísticamente significativo. Se testan también las posibles diferencias en 
alteraciones del número de copias de genes antes y después del tratamiento. De los 18 
genes en los que se valoran alteraciones, ninguna es estadísticamente significativa.  
Se muestran las alteraciones genómicas encontradas en las muestras de las pacientes 
antes y después del tratamiento con TKIs en el oncoplot (figura 20). 
 
 

 
 

Figura 20. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas antes y después de tratamiento con con TKI. Cada 
columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Moment: momento 
de extracción de la muestra. Azul oscuro: posterior a tratamiento. Azul claro: anterior a tratamiento. Line distance: 
Distancia del tratamiento. -1: línea previa. 0: progresión línea actual. Se representan las alteraciones genómicas VUS 



 
 

 151 

en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, mutaciones patogénicas en granate, probablemente patogénicas en 
salmón, coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en rojo, patogénicas y VUS en fucsia, 
probablemente patogénicas y VUS en lila. CNV en negro. Amplificación con un punto, ganancia con un triángulo y 
pérdida con un cuadrado.  Tipo de muestra: Tejido en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non 
singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la 
biopsia: Blood: Plasma. Breast: Mama. Nodes: Adenopatías. Skin breast: letálides. Soft tissue: Tejidos blandos. 

 

Ya que no es posible encontrar ninguna diferencia estadística, se propone a la paciente 
28 como ejemplo de las diferencias encontradas en las alteraciones genómicas antes y 
después del tratamiento con TKI.  
Se trata de una paciente que progresó en curso de trastuzumab adyuvante cuyo 
fenotipo tumoral al debut era HER2 positivo no luminal. Recibió como 1L metastásica 
trastuzumab asociado a taxano con un SLP de 2 meses con PE como mejor respuesta. 
Posteriormente en 2L recibe T-DM1 con una SLP de 8 meses con EE.  Sigue tratamiento 
en 3L con trastuzumab asociado a vinorelbina con una SLP de 2 meses con PE como 
mejor respuesta. En 4L recibe tratamiento con SYD985 con una SLP de 6 meses 
alcanzando una RC. En 5L recibe capecitabina asociado a lapatinib con una SLP de 5 
meses con RP.  
Se dispone de biopsias sincrónicas de letálides y plasma a la progresión del tratamiento 
que se comparan con muestra de plasma previa al inicio de tratamiento. En la muestra 
de plasma antes del inicio de tratamiento presentaba únicamente una mutación 
probablemente patogénica en TP53 y patogénica en ERBB2. En las muestras pareadas 
tras tratamiento se detectan en plasma las mutaciones previamente detectadas en TP53 
y en ERBB2 a la que se añade una VUS en el mismo gen. Además, emergen mutaciones 
patogénicas en PIK3CA, y CDKN2A. En tejido se visualizan las mutaciones tanto en TP53 
como PIK3CA, pero no ERBB2 ni CDKN2A. Hay mutaciones emergentes en tejido en los 
genes ATM y NF1 que únicamente son detectables por panel VHIO-300. Como 
mutaciones VUS en plasma emergen CDK12, BRCA1, BRCA2, RAF1 y TERT que no se 
comparten en tejido.  
Respecto a las alteraciones en el número de copias, la paciente mantiene amplificación 
de ERBB2 en todas las muestras analizadas de plasma y tejido. Antes del inicio de 
tratamiento se detecta amplificación en PIK3CA en plasma que a la progresión no se 
detecta. Hay amplificaciones en tejido emergentes en genes que solo se testan en panel 
VHIO-300 en CDK12, SPOP y EPHA5. 
 

Los resultados obtenidos no permiten confirmar la hipótesis planteada de que 
determinadas alteraciones genómicas adquiridas podrán conferir resistencia adquirida 
a determinados tratamientos. No se encuentra ninguna alteración genómica emergente 
con significación estadística que sea sugestiva de conferir resistencia adquirida o 
secundaria a ninguna de las terapias anti-HER2 evaluadas.  
 

5.11. LAS ALTERACIONES GENÓMICAS DEL ADN SERÁN CONCORDANTES ENTRE EL 
TEJIDO TUMORAL Y EL ctDNA EXTRAÍDOS EN UN MISMO TIEMPO 

 

Para testar esta hipótesis se ha valorado el solapamiento de genes concordantes entre 
las técnicas de análisis genómico con NGS disponibles para muestras de tejido con panel 
VHIO-300 y de plasma con panel Guardant360 de VHIO. 
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5.11.1. Correlación y solapamiento de las variantes genómicas encontradas en las 
muestras pareadas de biopsia de tejido y biopsia de plasma o biopsia líquida 
 
Se valora el solapamiento a priori entre los genes valorados por cada técnica para 
determinar la potencial correlación en las 81 muestras pareadas totales analizadas. Hay 
42 pares de muestras, ya que una misma muestra de plasma puede estar pareada con 
más de una muestra de tejido obtenida de diferentes localizaciones tumorales de una 
misma paciente. En todas ellas se ha encontrado alguna alteración genómica. Hay una 
media de 5.09 muestras por línea de tratamiento. 
 
Las muestras pareadas disponibles por cada línea de tratamiento están representadas 
en el gráfico 29. 

 
Gráfico 29. Número de muestras pareadas secuenciadas y con resultados por línea de tratamiento. Número total de 
muestras analizadas con resultados: 81. Media de muestras por línea: 5.09. 

 
El panel VHIO-300 realizado en tejido es el que analiza un mayor número de genes, 421. 
Se trata de un panel dinámico al que se le han añadido 14 genes extra alcanzando un 
total de 435 en la versión utilizada en las últimas muestras analizadas. Analiza en todos 
ellos variantes de un solo nucleótido (SNV) y alteraciones en el número de copias (CNV). 
Se analizan fusiones y la carga mutacional del tumor o Tumor mutational Burden (TMB).  
El panel Guardant360 VHIO analiza SNV en 74 genes para mutaciones, CNV en 18 genes 
y fusiones en 14 genes. 
El solapamiento entre panel VHIO-300 y Guardant360 VHIO para las SNV es de 73 genes 
y para las CNV de 18 genes.  
Respecto al solapamiento de Amplicon con panel VHIO-300 y Guardant360 para las SNV 
es de 41 genes y para las CNV de 11 genes (tabla 33, figura 21). 
 

Test Genómico Número de genes analizados 

Panel VHIO-300  421 

Guardant SNVs 74 
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Test Genómico Número de genes analizados 

Guardant Amplificaciones 18 

Guardant Fusiones 14 

Amplicon 62 

Genes comunes SNVs panel + guardant  73 

CNVs panel + guardant en común 18 

Genes comunes panel + amplicon 58 

Genes comunes SNVs guardant + amplicon 41 

Genes comunes CNVs guardant + amplicon 11 

Genes Extra panel  14 

Total Panel VHIO-300 + genes extra 435 

Genes comunes SNVs panel (+ extra) + guardant 73 

Genes comunes CNVs panel (+ extra) + guardant 18 

  

Tabla 33. Número de genes analizados y solapamiento entre cada técnica de NGS utilizada. 

 

 
 

Figura 21. Representación del solapamiento de las alteraciones genómicas detectadas por cada test. VHIO300 
representado en blanco (panel en tejido). Guardant SNVs representado en azul (panel en plasma). Guardant 
amplificaciones representado en rojo (panel en plasma). Guardant fusiones representado en amarillo. Amplicon 
representado en lila (panel en tejido). SNVs: variantes de un solo nucleótido. 

 

Los genes comunes entre el panel VHIO-300 y Guardant360 se representan en la tabla 
34. 
 

VHIO panel 
VHIO-300 / 
Guardant360 
Genes 
comunes 

      

AKT1 CCND2 ESR1 HRAS MLH1 PDGFRA SMAD4 

ALK CCNE1 EZH2 IDH1 MPL PIK3CA SMO 

APC CDH1 FBXW7 IDH2 MTOR PTEN STK11 

AR CDK12 FGFR1 JAK2 MYC PTPN11 TERT 

ARAF CDK4 FGFR2 JAK3 NF1 RAF1 TP53 

ARID1A CDK6 FGFR3 KIT NFE2L2 RB1 TSC1 
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ATM CDKN2A GATA3 KRAS NOTCH1 RET VHL 

BRAF CTNNB1 GNA11 MAP2K1 NPM1 RHEB  

BRCA1 DDR2 GNAQ MAP2K2 NRAS RHOA  

BRCA2 EGFR GNAS MAPK1 NTRK1 RIT1  

CCND1 ERBB2 HNF1A MET NTRK3 ROS1  

 

Tabla 34. Listado de genes comunes estudiados en paneles VHIO300 y Guardant360 

 
Características del test Guardant360 VHIO y procedencia de las muestras pareadas: 
 
El test de Guardant tiene algunas limitaciones y características que se deben tener en 
consideración para la interpretación de los resultados. En importante considerar las 
llamadas “Non-singleton families” (NSF), es decir familias no nucleares o equivalentes 
genómicos de las muestras de Guardant360 VHIO. Se refiere a grupos de variantes 
genómicas que no son únicas, es decir, que se puede encontrar más de una copia de 
ellas en la muestra de plasma analizada. Estas variantes de alteraciones encontradas 
como NSF, pueden indicar mutaciones somáticas recurrentes en el tumor, a diferencia 
de las “singleton families” que consisten en variaciones que aparecen solo una vez.   Este 
concepto es relevante para el análisis de secuenciación genómica, donde se busca 
identificar y cuantificar variantes genéticas presentes en múltiples copias para obtener 
un perfil genómico más preciso del tumor. Por tanto, se trata de una característica 
intrínseca de la muestra que afecta a la sensibilidad y especificidad de la prueba. Se 
considera que el número ideal de NSF detectadas por muestra debería ser >2000 ya que, 
por debajo de este umbral, se podrían dejar de detectar alteraciones genómicas con una 
frecuencia alélica baja. Sin embargo, las variantes genómicas detectadas en muestras de 

plasma con un número 2000 NSF son fiables. No obstante, por debajo de este umbral 
alguna alteración podría no haber sido detectada. 
Otro factor que se debe considerar en el momento de la interpretación de los resultados 
del test de Guardant360, es la fracción tumoral o “tumor fraction” (TF). Se corresponde 
con el porcentaje de ADN tumoral circulante (ctDNA) con respecto al total de ADN libre 
circulante que se encuentra en una muestra de plasma. Por tanto, es una medida de la 
cantidad de ADN tumoral en la muestra. Se utiliza como biomarcador de la sensibilidad 
de la prueba. 
Otro factor que se puede determinar en plasma y también en tejido es el “tumor 
mutational burden” (TMB) o carga mutacional tumoral. Se trata de una medida del 
número de mutaciones por muestra que se corresponde con el número de mutaciones 
en el genoma del tumor. Se relaciona con la respuesta a la inmunoterapia, siendo más 
probable a mayor carga mutacional o TMB presente en la muestra. 
 
- Para las muestras pareadas de plasma analizadas con Guardant360 (N=39), se 
representan las “non-singleton families” detectadas en cada muestra (NSF), la fracción 
tumoral (TF) y el “tumor mutational burden” (TMB). Se indica, además, la línea de 
tratamiento en que se encontraba la paciente en el momento de la extracción de la 
muestra. También se representan las localizaciones de donde provienen las muestras 
pareadas de tejido (gráfico 30). 
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Gráfico 30. Características genómicas y procedencia de las muestras pareadas. Representa en verde las NSF: Non 
singleton families detectadas en cada muestra (NSF), en rojo la TF: Tumor fraction: Fracción tumoral en plasma, en 
naranja el TMB: Tumor Mutational Burden: Carga Mutacional Tumoral:” (TMB), en negro TS: Tumor Shedding: 
Liberación de ctDNA tumoral en plasma. Se representan las localizaciones de donde provienen las muestras pareadas 
de tejido. Bone: Hueso. Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Pericardium: Pericardio. 
Skin: Piel. Skin breast: Letálides. Soft tissue: Tejidos blandos. 

Cada bloque se corresponde con las muestras que se han ido extrayendo en cada línea de tratamiento en que se 
encontraba la paciente en ese momento. 
 

5.11.1.1. Total de alteraciones genómicas encontradas 
 
Consideramos todas las alteraciones genómicas encontradas en las 81 muestras, 42 de 
tejido y 39 plasma entre los genes que potencialmente se solapan por panel VHIO-300 
y Guardant360 VHIO incluyendo todas las SNV, todas las CNV y splicing. La media de 
alteraciones totales es de 17.12 con una mediana de 16 y una desviación estándar (DE) 
de 13. EL rango de alteraciones encontradas se encuentra entre 1 y 62. La media de 
número de genes en los que se han encontrado todas las alteraciones genómicas es de 
15.37 con una mediana de 14 y una DE de 11.92 con un rango entre 1 y 51. 
 

5.11.1.2. Mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas 
 
Si consideramos todas las alteraciones de tipo mutaciones patogénicas y probablemente 
patogénicas en genes que potencialmente se solapan entre el panel VHIO-300 y 
Guardant360 VHIO encontradas en las 81 muestras analizadas, la media es de 2.57 con 
una mediana de 2 y una desviación estándar (DE) de 1.94. El rango de alteraciones 
encontradas se encuentra entre 0 y 10. La media de genes alterados en todas las 
muestras es de 2.19 con una mediana de 2 y una DE de 1.44 con un rango entre 0 y 6. 
El solapamiento general para las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas 
en los 42 pares de muestras de tejido y plasma se encuentra en 32 (76%) de ellos con 
una media de genes compartidos del 78.48%. 
 
El solapamiento encontrado por línea de tratamiento en la que se encuentra la 
paciente para las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas: 
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En el gráfico 31 se representa la concordancia en las mutaciones patogénicas y 
probablemente patogénicas encontrada por cada muestra pareada de tejido y plasma, 
según la línea de tratamiento en que se obtuvo. 
 

 
 

Gráfico 31. Diagrama de barras con todas las mutaciones patogénicas y probablemente patogéncias en muestras 
pareadas de tejido y plasma. Cada barra corresponde a una muestra pareada de tejido y plasma analizada por panel 
VHIO-300 y Guardant360 VHIO cuya altura representa el número de variantes de patogénicas o probablemente 
patogénicas encontradas. Cada gráfico de barras agrupado corresponde a una línea de tratamiento (entre 0-11). En 
color naranja representadas las variantes encontradas en tejido. En color rosa las encontradas en plasma. En color 
rojo el solapamiento entre ambas. NSF: Non singleton families. 

Solapamiento de genes con mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas: 
 
En los 32 pares de muestras en las que se han encontrado solapamiento de genes, en 5 
había mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas compartidas en 3 genes, 
en 12 en 2 genes y en 15 en un gen. En 10 muestras no había ningún solapamiento. 
Respecto al porcentaje de solapamiento de alteraciones encontradas por cada par de 
las 32 muestras que lo presentan, ha sido del 100% en 19 muestras, del 75% en 1 
muestra, del 66,67% en 2 muestras, del 60% en 1 muestra, del 50% en 3 muestras, del 
40% en 1 muestra, del 33,33% en 4 muestras y del 20% en 1 muestra. 
 
Las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas compartidas en genes en las 
muestras pareadas, las solo encontradas en tejido y no en su muestra pareada de 
plasma, así como las encontradas en tejido y no en su muestra pareada de plasma, se 
encuentran detalladas en la tabla 35.  
 
Concordancia mutaciones patogénicas  
y probablemente patogénicas 

Genes Número de Muestras 

Genes compartidos TP53 25 pares de muestras 

 PIK3CA 16 pares de muestras 

 GATA3 4 pares de muestras 

 ARID1A 3 pares de muestras 

 PTEN 2 pares de muestras 

 BRCA2, ESR1, RHOA, SMAD4 1 par de muestras 

Mutaciones en plasma  
(no en tejido correspondiente) 

TP53 5 muestras 

 ERBB2, ESR1, KRAS 3 muestras 

 ARID1A, CDKN2A, PIK3CA 2 muestras 

 APC, BRCA1, PTEN 1 muestra  

Mutaciones en tejido  
(no en plasma correspondiente) 

TP53 
8 muestras  
(1 con doble mutación) 
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Concordancia mutaciones patogénicas  
y probablemente patogénicas 

Genes Número de Muestras 

 BRCA2, CDH1, CDKN2A 2 muestras  

 APC 1 muestra 

 NF1 (con doble mutación) 1 muestra 

 PIK3CA 1 muestra 

 

Tabla 35. Concordancia de los genes con mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas encontrados en 
muestras pareadas de tejido y plasma. 

Genes potencialmente accionables según clasificación ESCAT de ESMO:342 
 
Teniendo en cuenta la potencial accionabilidad terapéutica de las mutaciones 
patogénicas y probablemente patogénicas encontradas en los genes estudiados, se 
valora la detección que ha habido en las muestras de tejido y plasma pareadas. Se utiliza 
la clasificación ESCAT de ESMO, considerando que se trata de pacientes con cáncer de 
mama mestastásico HER2 positivo.  
 
Entre genes potencialmente accionables clasificados ESCAT I por la escala de ESMO para 
el cáncer de mama luminal HER2 negativo se encuentra ESR1. Para pacientes HER2 
positivas, debería considerarse ESCAT II, ya que no hay ningún fármaco aprobado para 
esta indicación. Ha habido concordancia en un 25%, detectando la mutación en ambas 
muestras pareadas en 1 ocasión. Han sido encontradas exclusivamente en plasma en 3 
(75%) muestras. 
En el caso del gen BRCA1, hay 0% de concordancia en las muestras pareadas, la mutación 
ha sido detectada únicamente en 1 (100%) muestra de plasma. No se trataba de una 
paciente con mutación germinal conocida en BRCA1. En el caso del gen BRCA2, ha 
habido concordancia en 2 (67%) muestras pareadas de tejido y plasma en una misma 
paciente con una mutación germinal conocida. En otra paciente sin mutación germinal 
conocida no ha habido concordancia, detectándose únicamente en tejido (33%).  
El gen PIK3CA ha sido clasificado como ESCAT I para el cáncer de mama luminal HER2 
negativo, aunque para el cáncer de mama HER2 positivo se debería considerar ESCAT II, 
ya que no hay ningún fármaco aprobado para esta diana en esta indicación. Ha habido 
concordancia en 16 (84%) pares de muestras de tejido y plasma. Se ha detectado 
únicamente en plasma en 2 (11%) muestras y exclusivamente en tejido en 1 (6%) 
muestra.  
Para PTEN, clasificado como ESCAT II, ha habido concordancia en 2 (67%) muestras 
pareadas. Se ha encontrado mutación únicamente en plasma en 1 (33%) muestra. No se 
ha detectado exclusivamente en tejido en ninguna muestra.  
Un gen potencialmente accionable considerado como ESCAT III es ERBB2. Se ha 
encontrado concordancia en 0% de muestras pareadas. Se han detectado mutaciones 
patogénicas únicamente en plasma en 3 (100%) muestras. No se ha encontrado ninguna 
mutación en tejido. 
 
Se detallan en la tabla 36 las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas con 
concordancia en ambas muestras pareadas y las discordantes que se encuentran o bien 
solamente en la muestra de tejido o exclusivamente en la de plasma. 
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Gen 
Clasificación 

ESCAT 
Mutaciones en 

Plasma 
% 

Plasma 
Mutaciones en 

Tejido 
% 

Tejido 
Muestras 

Concordantes 
% 

Concordantes 

ESR1 I 3 75% 0 0% 1 25% 

BRCA1 I 1 100% 0 0% 0 0% 

BRCA2 I 0 0% 1 33% 2 67% 

PIK3CA I/II 2 11% 1 6% 16 84% 

PTEN II 1 33% 0 0% 2 67% 

ARID1A III 2 40% 0 0% 3 60% 

CDH1 III 0 0% 2 100% 0 0% 

ERBB2 III 3 100% 0 0% 0 0% 

NF1 III 0 0% 1 100% 0 0% 

RB1 III 1 100% 0 0 0 0% 

KRAS III/IV 2 100% 0 0% 0 0% 

APC IV 1 50% 1 50% 0 0% 

CDKN2A IV 2 67% 1 33% 0 0% 

TP53 IV 5 13% 8 21% 25 66% 

 

Tabla 36.  Concordancia mutaciones en tejido/plasma según clasificación ESCAT ESMO. % plasma: porcentaje de 
amplificaciones en plasma no detectadas en tejido. % tejido: porcentaje de amplificaciones en tejido no detectadas en 
plasma. % concordantes: concordancia en muestras de tejido y plasma. 

 
Oncoplot mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas: 
 
Se han representado visualmente los eventos de alteración genómica del conjunto de 
muestras pareadas de tejido y plasma analizadas mediante oncoplots. Para hacer más 
fácil la visualización los oncoplots se han filtrado por las distintas alteraciones 
encontradas, dado el gran número de ellas (figura 22).  
Los genes con mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas más 
frecuentemente representados en las muestras analizadas han sido TP53 en 85%, 
PIK3CA en 47%, ARID1A y GATA3 en 11%, ESR1 y PTEN en 7%, BRCA2 en 5%, ERBB2, 
CDKN2A y KRAS en 4%, APC, CDH1, RHOA y SMAD4 en 3%. 
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Figura 22. Oncoplot mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas en muestras pareadas de tejido y plasma.  
Cada columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Se representan 
las mutaciones patogénicas en granate, las probablemente patogénicas en salmón, si coexisten ambas en rojo. Tipo 
de muestra: Tejido en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: 
Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Breast: 
Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Pericardium: Pericardio. Skin: Piel. Skin breast: Letálides. 
Soft tissue: Tejidos blandos. Line of treatment: línea de tratamiento. Treatment groups: Grupo de tratamiento: 
Cleopatra group: taxano- trastuzumab-pertuzumab, HT: hormonoterapia,  iCDK: inhibidor de ciclinas,  Ipi3k_Akt: 
Inhibidor PI3K/AKT, QT: quimioterapia, SYD985: trastuzumab duocarmacina, TDM1: trastuzumab emtansina, TDXd: 
trastuzumab deruxtecan, TKI: Inhibidor tirosina quinasa, TZ: trastuzumab, TZ_HT: trastuzumab-hormonoterapia, 
TZ_iCDK: trastuzumab -inhibidor de ciclinas-hormonoterapia, TZ_QT: trastuzumab-quimioterapia, TZ_QT_HT: 
trastuzumab-quimioterapia-hormonoterapia. 

5.11.1.3. Variantes de significado incierto (VUS) 
 
Si consideramos todas las alteraciones de tipo VUS en genes que potencialmente se 
solapan entre el pane300 VHIO y Guardant360 VHIO encontradas en las 81 muestras 
analizadas, la media es de 6.99 con una mediana de 6 y una desviación estándar (DE) de 
7.02. El rango de alteraciones encontradas se encuentra entre 0 y 42. La media de genes 
alterados es de 6.49 con una mediana de 6 y una DE de 6.45 con un rango entre 0 y 37. 
El solapamiento general para las VUS en los 38 pares de muestras de tejido y plasma en 
los que hay este tipo de alteración genómica, se encuentra en 8 (21%) de ellos con una 
media de genes compartidos del 34.98%. 
 
El solapamiento encontrado por línea de tratamiento en la que se encuentra la 
paciente para las VUS: 
 
En el gráfico 32 se representa la concordancia en las mutaciones tipo VUS encontrada 
por cada muestra pareada de tejido y plasma, según la línea de tratamiento en que se 
obtuvo. 
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Gráfico 32. Diagrama de barras con todas las mutaciones tipo VUS en muestras pareadas de tejido y plasma. Cada 
barra corresponde a una muestra pareada de tejido y plasma analizada por panel VHIO-300 y Guardant360 VHIO cuya 
altura representa el número de variantes de VUS encontradas. Cada gráfico de barras agrupado corresponde a una 
línea de tratamiento (entre 0-11). En color naranja representadas las variantes encontradas en tejido. En  color rosa 
las encontradas en plasma. En color rojo el solapamiento entre ambas. NSF: Non singleton families. TR: Transcript, 
para las alteraciones genómicas en SNV se compara la transcripción específica de cada alteración. 

Solapamiento de genes con VUS: 
 
En los 8 pares de muestras en las que se han encontrado solapamiento de genes, en 2 
había VUS compartidas en 3 genes, en 2 en 2 genes y en 4 en un gen.  
Respecto al porcentaje de solapamiento de alteraciones encontradas por cada par de 
las 8 muestras que lo presentan, ha sido del 60% en 2 muestras, del 50% en 1 muestra, 
del 33,33% en 1 muestra, del 22.22% en 1 muestra, del 20% en 1 muestra y del 14.29% 
en 1 muestra. 
Hay en 14 pares de muestras de plasma en las que no se encuentra ninguna VUS y en 
tejido se evidencian entre 1 y 5 mutaciones. Hay 10 muestras de tejido en las que no se 
encuentra ninguna VUS y en plasma varía entre 1 y 5. 
 
Las VUS compartidas en genes en las muestras pareadas, las solo encontradas en tejido 
y no en su muestra pareada de plasma, así como las encontradas en tejido y no en su 
muestra pareada de plasma, se encuentran detalladas en la tabla 37. 
 
 
 
 
Concordancia en mutaciones tipo 
VUS 

Genes Número de Muestras 

VUS compartidas APC 4 pares de muestras 

 PIK3CA, CDK12, RB1 2 pares de muestras  

 ARID1A, CDK6, EGFR, NTRK1 1 par de muestras 

VUS en tejido  
(no en plasma correspondiente) 

NF1 6 muestras 

 ATM 5 muestras 

 APC, CDK12,  RAF1 4 muestras 

 MTOR, NTRK1, PDGFRA 3 muestras 

 ARID1A, BRCA1, EGFR, RB1, TERT, TSC1 2 muestras 

 
ALK, BRCA2, CDH1, CDKN2A, ERBB2, FGFR1, 
FGFR3, GNAQ, GNAS, JAK3, NOTCH1, NTRK3, 
PTEN RIT1, RET, RHOA, SMO 

1 muestra 

VUS en plasma  
(no en tejido correspondiente) 

ERBB2 9 muestras 
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Concordancia en mutaciones tipo 
VUS 

Genes Número de Muestras 

 EGFR 6 muestras 

 BRCA2, CDK12, KIT, PDGFRA 5 muestras 

 FGFR2, MYC, PTPN11, RAF1, RB1 3 muestras 

 ATM, APC, ESR1, FGFR1 2 muestras 

 AR, ARID1A, CDK4, HNF1A, HRAS, IDH1,  
FGFR3, PTEN 

1 muestra 

 

Tabla 37. Concordancia de los genes con mutaciones tipo VUS encontrados en muestras pareadas de tejido y plasma 

 

Oncoplot VUS: 
 
Se han representado visualmente los eventos de alteración genómica del conjunto de 
muestras pareadas de tejido y plasma analizadas mediante oncoplots. Para hacer más 
fácil la visualización los oncoplots se han filtrado por las distintas alteraciones 
encontradas, dado el gran número de ellas (figura 23).  
Los genes en los que se han encontrado VUS con mayor frecuencia han sido 24% de 
muestras en APC, 20% en CDK12, 15% en ERBB2 y RB1, 11% en ATM, EGFR y PDGFRA, 
9% en ARID1A, BRCA1, BRCA2, NKTR1 y RAF1. 
 
 

 
 

Figura 23. Oncoplot mutaciones tipo VUS en muestras pareadas de tejido y plasma. Cada columna representa una 
muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Se representan las alteraciones genómicas 
VUS en azul. Tipo de muestra: Tejido en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. 
IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: 
Plasma. Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Pericardium: Pericardio. Skin: Piel. Skin 
breast: Letálides. Soft tissue: Tejidos blandos. Line of treatment: línea de tratamiento. Treatment groups: Grupo de 
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tratamiento: Cleopatra group: taxano- trastuzumab-pertuzumab, HT: hormonoterapia,  iCDK: inhibidor de ciclinas,  
Ipi3k_Akt: Inhibidor PI3K/AKT, QT: quimioterapia, SYD985: trastuzumab duocarmacina, TDM1: trastuzumab 
emtansina, TDXd: trastuzumab deruxtecan, TKI: Inhibidor tirosina quinasa, TZ: trastuzumab, TZ_HT: trastuzumab-
hormonoterapia, TZ_iCDK: trastuzumab -inhibidor de ciclinas-hormonoterapia, TZ_QT: trastuzumab-quimioterapia, 
TZ_QT_HT: trastuzumab-quimioterapia-hormonoterapia. 

 

5.11.1.4. Amplificaciones 
 
Si consideramos todas las alteraciones de tipo amplificaciones en genes que 
potencialmente se solapan entre el panel VHIO300 y Guardant360 VHIO encontradas en 
las 81 muestras analizadas, la media es de 5.90 con una mediana de 4 y una desviación 
estándar (DE) de 6.19. El rango de alteraciones encontradas se encuentra entre 0 y 26. 
La media de genes alterados es de 4 con una mediana de 5.80 y una DE de 6.05 con un 
rango entre 0 y 25. 
El solapamiento general para las amplificaciones en los 40 pares de muestras de tejido 
y plasma en las que se ha encontrado esta alteración genómica se encuentra en 26 (65%) 
de ellos con una media de genes compartidos del 60.83%. 
 
El solapamiento encontrado por línea de tratamiento en la que se encuentra la 
paciente para las amplificaciones: 
 
En el gráfico 33 se representa la concordancia en las amplificaciones encontrada por 
cada muestra pareada de tejido y plasma, según la línea de tratamiento en que se 
obtuvo: 
 

 
Gráfico 33. Diagrama de barras con todas las amplificaciones en muestras pareadas de tejido y plasma. Cada barra 
corresponde a una muestra pareada de tejido y plasma analizada por panel VHIO-300 y Guardant360 VHIO cuya altura 
representa el número de amplificaciones encontradas. Cada gráfico de barras agrupado corresponde a una línea de 
tratamiento (entre 0-11). En color naranja representadas las variantes encontradas en tejido. En color rosa las 
encontradas en plasma. En color rojo el solapamiento entre ambas. NSF: Non singleton families. 

Solapamiento de genes con amplificaciones: 
 
En los 26 pares de muestras en las que se han encontrado solapamiento de genes, en 5 
había amplificaciones compartidas en 2 genes, en 21 en 1 gen. En 14 muestras restantes, 
no había ningún solapamiento. 
 
Respecto al porcentaje de solapamiento de alteraciones encontradas por cada par de 
las 26 muestras que lo presentan, ha sido del 100% en 10 muestras, del 66,67% en 2 
muestras, del 50% en 5 muestras, del 40% en 1 muestra, del 28.57% en 1 muestra, del 
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25% en 3 muestras, del 20% en 1 muestras, del 12.50% en 1 muestra y del 11.11% en 2 
muestras. 
 
Las amplificaciones compartidas en genes en las muestras pareadas, las solo 
encontradas en tejido y no en su muestra pareada de plasma, así como las encontradas 
en tejido y no en su muestra pareada de plasma, se encuentran detalladas en la tabla 
38.  
 
Concordancia amplificaciones Genes Número de Muestras 

Genes amplificados compartidos ERBB2 23 pares de muestras 

 CCND1 5 pares de muestras 

 CDK6, MYC, PIK3CA 1 par de muestras  

Amplificaciones en plasma  
(no en tejido correspondiente) 

BRAF, CCND1, CDK4 5 muestras 

 CDK6, PIK3CA 6 muestras 

 ERBB2 4 muestras 

 KRAS 3 muestras 

 FGFR2, PDGFRA 2 muestras 

 CCND2, MET, RAF1 1 muestra  

Amplificaciones en tejido  
(no en plasma correspondiente) 

ERBB2, MYC 8 muestras 

 FGFR1 7 muestras 

 CCNE1 3 muestras 

 AR, CCND1,PIK3CA, RET 2 muestras  

 CDK6 1 muestra 

 

Tabla 38. Concordancia de los genes con amplificaciones encontrados en muestras pareadas de tejido y plasma 

 

Genes potencialmente accionables según clasificación ESCAT de ESMO:342 
 
Teniendo en cuenta la potencial accionabilidad terapéutica de las amplificaciones 
encontradas en los genes estudiados, se valora la detección que ha habido en las 
muestras de tejido y plasma pareadas. Se utiliza la clasificación ESCAT de ESMO, 
considerando que se trata de pacientes con cáncer de mama mestastásico HER2 
positivo.  
 
Entre genes potencialmente accionables clasificados ESCAT I por la escala de ESMO para 
el cáncer de mama únicamente se encuentra ERBB2. Ha habido concordancia en 23 
(66%) pares de muestras de tejido y plasma. Se ha detectado únicamente en plasma en 
4 (11%) muestras y exclusivamente en tejido en 8 (23%) muestras.  
Para la amplificación de PIK3CA, clasificada como ESCAT II se ha encontrado 
concordancia en 1 (11%) muestra pareada de tejido y plasma. Se ha detectado 
exclusivamente en plasma en 6 (67%) de muestras y únicamente en tejido de 2 (22%) 
muestras. 
   
Se detallan en la tabla 39 las amplificaciones con concordancia en ambas muestras 
pareadas y las discordantes que se encuentran o bien solamente en la muestra de tejido 
o exclusivamente en la de plasma. 
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Clasificación 

ESCAT 
Gen 

Amplificaciones en 
Plasma 

% 
Plasma 

Amplificaciones en 
Tejido 

% 
Tejido 

Muestras 
concordantes 

% 
Concordantes 

I ERBB2 4 11% 8 23% 23 66% 

II PIK3CA 6 67% 2 22% 1 11%. 

III AR 0 0% 2 100% 0 0% 

III BRAF 6 100% 0 0% 0 0% 

III CCND1 5 42%% 2 16% 5 42% 

III CCND2 1 100% 0 0% 0 0% 

III CCNE1 0 0% 3 100% 0 0% 

III CDK4 5 100% 0 0% 0 0% 

III CDK6 6 75% 1 12.5% 1 12.5% 

III FGFR1 0 0% 7 100% 0 0% 

III FGFR2 2 100% 0 0% 0 0% 

III/IV KRAS 3 100% 0 0% 0 0%. 

III MET 1 100% 0 0% 0 0% 

III/IV MYC 5 36% 8 57% 1 7% 

III PDGFRA 2 100% 0 0% 0 0% 

III RAF1 2 100% 0 0% 0 0% 

III RET 0 0% 2 100% 0 0% 

 

Tabla 39. Concordancia amplificaciones en tejido/plasma según clasificación ESCAT ESMO. % plasma: porcentaje de 
amplificaciones en plasma no detectadas en tejido. % tejido: porcentaje de amplificaciones en tejido no detectadas en 
plasma. % concordantes: concordancia en muestras de tejido y plasma. 

 
Oncoplot amplificaciones: 
 
Se han representado visualmente los eventos de alteración genómica del conjunto de 
muestras pareadas de tejido y plasma analizadas mediante oncoplots. Para hacer más 
fácil la visualización los oncoplots se han filtrado por las distintas alteraciones 
encontradas, dado el gran número de ellas (figura 24).  
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Figura 24. Oncoplot de amplificaciones en muestras pareadas de tejido y plasma. Cada columna representa una 
muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Se representan las amplificaciones como un 
punto negro Tipo de muestra: Tejido en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. 
IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: 
Plasma. Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Pericardium: Pericardio. Skin: Piel. Skin 
breast: Letálides. Soft tissue: Tejidos blandos. Line of treatment: línea de tratamiento. Treatment groups: Grupo de 
tratamiento: Cleopatra group: taxano- trastuzumab-pertuzumab, HT: hormonoterapia,  iCDK: inhibidor de ciclinas,  
Ipi3k_Akt: Inhibidor PI3K/AKT, QT: quimioterapia, SYD985: trastuzumab duocarmacina, TDM1: trastuzumab 
emtansina, TDXd: trastuzumab deruxtecan, TKI: Inhibidor tirosina quinasa, TZ: trastuzumab, TZ_HT: trastuzumab-
hormonoterapia, TZ_iCDK: trastuzumab -inhibidor de ciclinas-hormonoterapia, TZ_QT: trastuzumab-quimioterapia, 
TZ_QT_HT: trastuzumab-quimioterapia-hormonoterapia. 

 
Los resultados obtenidos respaldan la hipótesis de que las mutaciones serán 
concordantes entre el tejido tumoral y el ctDNA extraídos en un mismo tiempo para las 
mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas, ya que es la variación genómica 
en que encuentra la mayor coincidencia con una media de un 78% genes compartidos. 
En el caso de las amplificaciones se encuentra una coincidencia moderada con 61% de 
genes compartidos. Sin embargo, para las VUS se encuentra que hay una variabilidad 
muy amplia entre las variantes encontradas entre las dos técnicas de secuenciación en 
tejido y plasma con una media de genes compartidos de 32%.  
 
 

5.12. LAS ALTERACIONES GENÓMICAS DEL ADN PODRÁN SER DISCORDANTES ENTRE 
MUESTRAS DE ctDNA EXTRAÍDAS EN DISTINTAS LÍNEAS DE TRATAMIENTO.  
 

Para testar esta hipótesis se ha valorado la diferencia entre las alteraciones genómicas 
encontradas en plasma con panel Guardant360 VHIO disponibles de cada paciente a 
medida que va recibiendo distintas líneas de tratamiento. Se tienen adicionalmente en 
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consideración el número de muestras disponibles de plasma analizadas con 
Guardant360 VHIO en cada una de las 39 pacientes incluidas.  
En la tabla 40 se detalla en número de biopsias líquidas analizadas disponibles por cada 
paciente. 
 
 

Número de biopsias líquidas, n (%) 

Número de pacientes 

N = 39 (%) 

1 7 (18) 

2 13 (33) 

3 4 (10) 

4 6 (15) 

5 5 (13) 

6 3 (7.7) 

7 1 (2.6) 

  

Tabla 40. Pacientes con biopsias líquidas analizadas 

Se analiza para cada tipo de alteración genómica encontrada la variación a medida que 
se disponen de más muestras de cada paciente.  
 

5.12.1. Mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas 
Para todas las alteraciones de tipo mutaciones patogénicas o probablemente 
patogénicas, no se encuentra una correlación estadísticamente significativa 
concordante con todos los tests de correlación aplicados, Pearson, Spearman y GLM 
entre las alteraciones genómicas encontradas en las pacientes dependiendo del número 
de muestras disponibles en cada una de ellas y líneas de tratamiento recibidas, excepto 
en las 13 pacientes de las que se dispone de 2 muestras (gráfico 34).  
Para las pacientes de las que se dispone de 2 muestras los coeficientes de correlación 
oscilan entre 0.416 con el test de Spearman y 0.82 con el test normalizado de Pearson. 
En todos los casos se alcanza la significación estadística, con una asociación entre 
moderada y alta en el cambio de este tipo de alteraciones entre las 2 muestras 
disponibles por paciente. Sin embargo, para la paciente de la que se dispone de 7 
muestras se encuentran coeficientes de correlación bajos que varían entre -0.217 y 
0.117, que demuestran una débil correlación no estadísticamente significativa. De 
manera similar, los coeficientes de correlación son bajos e incluso negativos para el resto 
de pacientes con más de 2 muestras analizadas disponibles. Los resultados sugieren que 
a mayor número de muestras disponibles en las pacientes y sobre todo a partir de 3 
muestras, es improbable detectar un aumento significativo en la emergencia de 
mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas. 
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Gráfico 34. Representación de la correlación de la variación de alteraciones genómicas tipo mutaciones patogénicas 
y probablemente patogénicas según el número de muestras disponibles por paciente a lo largo de las líneas de 
tratamiento recibidas.  

 

5.12.2. Variantes de significado incierto (VUS) 
Para todas las alteraciones de tipo VUS no se encuentra una correlación 
estadísticamente significativa concordante con todos los tests de correlación aplicados, 
Pearson, Spearman y GLM entre las alteraciones encontradas en las pacientes 
dependiendo del número de muestras disponibles en cada una de ellas y líneas de 
tratamiento recibidas (gráfico 35).  
Para la paciente de la que se dispone de 7 muestras se encuentran coeficientes de 
correlación elevados que varían entre 0.512 y 0.876, pero según el test aplicado varía la 
significación estadística. De hecho, únicamente es estadísticamente significativo el 
normalizado por Pearson y GLM con coeficiente de correlación de 0.512 y una p 0.022 
que sugiere que el número de alteraciones encontradas aumenta a medida que la 
paciente recibe más líneas de tratamiento.  
Para las 3 pacientes de las que se dispone de 6 muestras los coeficientes de correlación 
son variables y se encuentran entre 0.069 y 0.731. Alcanzan significación estadística para 
el test de Spearman, Pearson con coeficientes de correlación elevados de 0.655 y 0.713 
respectivamente. Los resultados sugieren que el número de alteraciones encontradas 
aumenta a medida que las pacientes reciben más líneas de tratamiento. A medida que 
se disponen de menos muestras de cada paciente, los coeficientes de correlación tienen 
tendencia a ser más bajos, indicando una débil asociación en los cambios que se 
producen en las variables genómicas a lo largo de las muestras disponibles en las 
distintas líneas y no alcanzan en ningún caso la significación estadística. Los resultados 
sugieren que a mayor número de muestras disponibles en las pacientes y sobre todo a 
partir de 6 muestras, es más probable detectar un aumento en la emergencia de 
mutaciones de tipo VUS. 
 

 
Gráfico 35. Representación de la correlación de la variación de alteraciones genómicas tipo VUS según el número de 
muestras disponibles por paciente a lo largo de las líneas de tratamiento recibidas. 

 

5.12.3. Amplificaciones 
Para todas las alteraciones de tipo amplificaciones, no se encuentra una correlación 
estadísticamente significativa concordante con todos los tests de correlación aplicados, 
Pearson, Spearman y GLM entre las alteraciones genómicas encontradas en las 
pacientes dependiendo del número de muestras disponibles en cada una de ellas y 
líneas de tratamiento recibidas (gráfico 36). Se aprecia una gran variabilidad en los 
coeficientes de correlación independientemente del número de muestras disponibles 
que en algunos casos son negativos, sugiriendo una gran variabilidad en este tipo de 
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alteraciones genómicas a lo largo de las distintas líneas de tratamiento que recibe una 
paciente. 
 

 
Gráfico 36. Representación de la correlación de la variación de alteraciones genómicas tipo amplificaciones según el 
número de muestras disponibles por paciente a lo largo de las líneas de tratamiento recibidas.  

Para ilustrar las variaciones en las alteraciones genómicas encontradas a lo largo de las 
líneas de tratamiento, se expone el caso de la paciente 45, ya que es de la que se dispone 
de mayor número de muestras de biopsia líquida a lo largo de las diferentes líneas de 
tratamiento anti-HER2 recibidas (figura 25). Se trata de una paciente con diagnóstico 
inicial de CMM con perfil luminal B HER2 positivo con una IHQ 3+.  
Recibe primera línea 1L con docetaxel asociado a doble bloqueo con trastuzumab y 
pertuzumab y posteriormente tras la QT se añade letrozol con una SLP de 9 meses, 
alcanzando RP. En 2L se hace retratamiento con el mismo esquema de 1L con 
tamoxifeno de mantenimiento con una SLP de 8 meses, alcanzando RP. En 3L recibe 
tratamiento con T-DM1 con SLP de 4 meses, con PE como mejor respuesta. En 4L recibe 
capecitabina asociado a lapatinib con una SLP < 3 meses, con PE como mejor respuesta.  
Acude a nuestro centro a la progresión. Se obtiene muestra basal de plasma y biopsia 
de tumor primario en progresión. Se analiza de manera contemporánea la muestra de 
tejido dentro del programa de prescreening VHIO con panel Amplicon VHIO. Se detectan 
mutaciones patogénicas en GATA3, PIK3CA y TP53. Adicionalmente se encuentran 
amplificaciones en FGFR1 y ERBB2. En la muestra correspondiente pareada de plasma 
analizada retrospectivamente, se detectan todas las alteraciones previamente 
visualizadas en Amplicon VHIO, excepto la mutación en GATA3. Adicionalmente se 
encuentran en plasma una mutación patogénica en KRAS, una probablemente 
patogénica en RHOA y una VUS en ERBB2. Se detectan, además, alteraciones en el 
número de copias en forma de amplificaciones de PIK3CA y CCND1 en plasma. 
En 5L recibe tratamiento con trastuzumab asociado a eribulina en contexto de brazo 
control en ensayo clínico, con una SLP < 4 meses, pero alcanzando RP. Se extrae muestra 
de plasma tras la progresión. En esta muestra se mantienen las mutaciones en PIK3CA, 
TP53 y KRAS, pero se pierde la VUS en ERBB2. Como en la muestra previa, se encuentra 
una mutación en RHOA clasificada como probablemente benigna. Se mantienen las 
amplificaciones en ERBB2 y ganancia en FGFR1 y no se detectan en PIK3CA y CCND1. 
En 6L recibe trastuzumab y fulvestrant asociado a MEN1611, un inhibidor de PI3K en el 
contexto de ensayo clínico. Presenta una SLP de 3 meses alcanzando EE como mejor 
respuesta. Se obtiene muestra de plasma a la progresión. Los resultados obtenidos son 
similares a los de la muestra basal de plasma, se visualiza nuevamente la mutación en 
RHOA y la amplificación en PIK3CA y CCND1. Aparece una mutación emergente 
probablemente patogénica en PTEN y una VUS en FGFR1.  
En 7L recibe Doxorrubicina liposomal, ciclofosfamida y trastuzumab, con una SLP de 6 
meses alcanzando RP. Se extrae muestra de plasma y biopsia de tejido de tumor 
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primario a la progresión. En la muestra pareada de tejido y plasma, se obtienen 
resultados similares en las variantes que se solapan entre el panel VHIO-300 y 
Guardant360 VHIO. Así, ambos detectan las mutaciones de PIK3CA, TP53 y PTEN. En 
plasma y no en tejido, se detectan la mutación previamente identificada en KRAS y 
emerge de nuevo una VUS en ERBB2. Respecto a alteraciones en el número de copias, 
ambas técnicas las detectan en ERBB2 y FGFR1. Sin embargo, las amplificaciones de 
PIK3CA y CCND1 solo se encuentran en plasma. En tejido se encuentran alteraciones 
adicionales en genes que no se analizan en Guardant360 VHIO, aunque ninguna de ellas 
se corresponde con alguna mutación patogénica. 
En 8L recibe trastuzumab y vinorelbina con una SLP de 1 mes, con PE como mejor 
respuesta. No se obtiene muestra a la progresión.  
En 9L recibe paclitaxel, carboplatino y trastuzumab con una SLP < 4 meses con PE como 
mejor respuesta. No se obtiene muestra a la progresión.  
En 10L recibe trastuzumab deruxtecan en el contexto de uso compasivo, con una SLP de 
10 meses alcanzando RP. Se extrae muestra de plasma a la progresión. En esta biopsia 
líquida se encuentran menos alteraciones que en la extraída tras la 7L. Se mantienen las 
mutaciones patogénicas en PIK3CA, KRAS y probablemente patogénica en TP53, así 
como la VUS en ERBB2. Se deja de detectar la mutación en PTEN. Se dejan de visualizar, 
además, las amplificaciones en ERBB2, PIK3CA y CCND1, aunque se mantiene la ganancia 
en FGFR1. 
En 11L recibe trastuzumab duocarmacina (SYD985) en contexto de ensayo clínico con 
una SLP de 2 meses. Se extrae muestra de plasma a la progresión. En esta muestra, con 
respecto a la anterior, no aparece ninguna variante emergente, más bien al contrario, 
ya que no se detecta la mutación patogénica en KRAS. Sigue sin detectarse amplificación 
de ERBB2. 
En 12L recibe docetaxel y gemcitabina con una SLP < 4 meses y PE como mejor 
respuesta. Se extrae muestra de plasma a la PD. En esta última muestra extraída, se 
siguen detectando como en todas las anteriores las mutaciones en PIK3CA y TP53. 
Nuevamente emerge la amplificación de PIK3CA. Como nuevas variantes, se aprecian 3 
mutaciones en ERBB2, una VUS, una patogénica y una probablemente patogénica, 
aunque sigue sin detectarse amplificación. En el gen ATM, se detecta una doble 
mutación probablemente patogénica y una VUS. Emergen VUS en diversos genes en los 
que no había habido previamente alteraciones detectables en las biopsias previas. Estos 
genes alterados son APC, BRAF, BRCA2, CDK6, KIT y MET. 
Tras la 12L la paciente es éxitus con una SG desde el inicio de la primera línea de 62 
meses, mayor de 5 años. Este caso ilustra la variabilidad que podemos encontrar en una 
misma paciente en los resultados de biopsia líquida a lo largo de las diferentes líneas de 
tratamiento. Hay alteraciones genómicas que se visualizaban previamente que se 
vuelven indetectables temporalmente, otras permanecen indetectables, algunas se 
mantienen estables a lo largo de todos los tratamientos, mientras que también se 
aprecia la emergencia de nuevas alteraciones sobre todo tras la última línea de 
tratamiento. Asimismo, podemos apreciar la posible variabilidad en los resultados en las 
biopsias pareadas analizadas en esta paciente. 
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Figura 25. Oncoplot con las alteraciones genómicas encontradas en la paciente 45 en las muestras analizadas con 
panel VHIO-300 y Guardant360 VHIO. Se representan las alteraciones genómicas probablemente benignas en verde, 
VUS en azul oscuro, mutaciones patogénicas en granate, probablemente patogénicas en salmón, probablemente 
patogénicas y VUS en lila, probablemente patogénicas , patogénicas y VUS en rosa. Punto negro: amplificación, 
triángulo con vértice arriba: ganancia, triángulo con vértice abajo: pérdida. Tipo de muestra: Tejido en naranja, 
plasma en rosa. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-
score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Blood: Plasma. Breast: Mama.  

 
De acuerdo con los resultados obtenidos, para las mutaciones de tipo VUS se han 
apreciado diferencias significativas en las pacientes de las que se disponía de mayor 
número de muestras. Sin embargo, para las mutaciones patogénicas y probablemente 
patogénicas las diferencias se han encontrado en las pacientes con 2 muestras 
disponibles, las cuales son las más representadas. Para las amplificaciones no se ha 
encontrado correlación en ningún caso. Así, los resultados obtenidos al evaluar la 
hipótesis de que las alteraciones genómicas detectadas serán discordantes en las 
distintas líneas de tratamiento anti-HER2 recibido por las pacientes han sido variables 
según el tipo de alteración genómica evaluada.   
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5.13. LA DETERMINACIÓN DE LA AMPLIFICACIÓN DE ERBB2 EN ctDNA SERÁ FACTIBLE 
COMO PREDICTOR DE BENEFICIO A TRATAMIENTO ANTI-HER2. 
 
Los métodos convencionales de IHQ e ISH son los únicos que están validados para 
determinar la positividad de HER2 y definir las pacientes con potencial beneficio a las 
terapias anti-HER2.10 Esta hipótesis valora la posibilidad de que la amplificación de 
ERBB2 determinada mediante NGS en plasma con panel Guardant360 VHIO o en tejido 
con panel VHIO-300  sea predictora de beneficio a tratamiento anti-HER2. 
 

5.13.1. Amplificación gen ERBB2 vs no amplificación en plasma 
Para testar esta hipótesis se valora si las pacientes cuyas muestras analizadas con el test 
de Guardant360 VHIO no tienen amplificación de ERBB2 detectada en ctDNA, tienen 
peor tiempo a la progresión (TTP) ajustada a línea de tratamiento que las que sí que la 
presentan.  
Al comparar el TTP que presentan las pacientes cuyas muestras presentan amplificación 
de ERBB2 en el test de Guardant360 VHIO con la que no la presentan y tras ajustar por 
línea de tratamiento anti-HER2 recibida, no se encuentran diferencias estadísticamente 
significativas entre ambos grupos con el test de Wilcoxon con una p=0.37 (gráfico 37). 
Por tanto, en nuestra muestra de pacientes, no se encuentra correlación entre la PFS y 
la amplificación de ERBB2 en plasma ajustada por línea de tratamiento anti-HER2 
recibido por las pacientes. 
 

 
 
Gráfico 37. Diagrama de cajas representando la comparación de TTP entre pacientes cuyas muestras presentan 
amplificación de ERBB2 por Guardant360 VHIO con las que no la presentan ajustado a línea de tratamiento. anti-
HER2. TTP: Tiempo a la progresión. HER2_Amplified: gen ERBB2 amplificado. False: No amplificado. True: Sí 
amplificado. Número de copias de HER2. Line of treatment: Línea de tratamiento. 

 

5.13.2. Número de copias del gen ERBB2 en plasma 
Para testar esta hipótesis se valora si las pacientes cuyas muestras analizadas con el test 
de Guardant360 VHIO presentan un menor número de copias del gen ERBB2 detectadas 
en ctDNA, tienen peor TTP ajustada a línea de tratamiento anti-HER2 que las que sí que 
la presentan.  
Al comparar la TTP que presentan las pacientes teniendo en cuenta el número total de 
copias del gen ERBB2 encontrado en cada muestra analizada con el test de Guardant360 
VHIO y tras ajustar por línea de tratamiento anti-HER2 recibida, no se encuentran 
diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos con el test de Wilcoxon 
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con una p=0.822 (gráfico 38). Por tanto, en nuestra muestra de pacientes, no se 
encuentra correlación entre el número de copias en plasma y la TTP ajustada por línea 
de tratamiento anti-HER2 recibido por las pacientes. 
 

 
 

Gráfico 38. Diagrama de dispersión representando la comparación de TTP según el número de copias del gen ERBB2 
encontradas en cada muestra analizada por Guardant360 VHIO ajustado a línea de tratamiento anti-HER2. TTP: 
Tiempo a la progresión. N_HER2_copies: Número de copias de HER2. Line of treatment: Línea de tratamiento. 

 

5.13.3. Amplificación gen ERBB2 vs no amplificación en tejido 
Para testar esta hipótesis se valora si las pacientes cuyas muestras analizadas con el test 
de panel VHIO-300 no tienen amplificación de ERBB2 detectada en tejido, tienen peor 
TTP ajustada a línea o a tipo de tratamiento que las que sí que la presentan.  
Al comparar la TTP que presentan las pacientes cuyas muestras presentan amplificación 
de ERBB2 en el test de panel VHIO-300 con la que no la presentan y tras ajustar por línea 
de tratamiento anti-HER2 recibida, no se encuentran diferencias estadísticamente 
significativas entre ambos grupos con el test de Wilcoxon con una p=0.61 (gráfico 39). 
Por tanto, en nuestra muestra de pacientes, no se encuentra correlación entre la PFS y 
la amplificación de ERBB2 ajustada por línea de tratamiento anti-HER2 recibido por las 
pacientes. 
 

 
 
Gráfico 39. Diagrama de cajas representando la comparación de TTP entre pacientes cuyas muestras presentan 
amplificación de ERBB2 por por panel VHIO-300 con las que no la presentan ajustado a línea de tratamiento anti-
HER2. TTP: Tiempo a la progresión. HER2_Amplified: gen ERBB2 amplificado. False: No amplificado. True: Sí 
amplificado. Número de copias de HER2. Line of treatment: Línea de tratamiento.  
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5.13.4. Número de copias del gen ERBB2 en tejido 
Para testar esta hipótesis se valora si las pacientes cuyas muestras analizadas con el test 
de panel VHIO-300 presentan un menor número de copias del gen ERBB2 detectadas en 
tejido, tienen peor TTP ajustada a línea de tratamiento anti-HER2 que las que sí que la 
presentan.  
Al comparar la TTP que presentan las pacientes teniendo en cuenta el número total de 
copias del gen ERBB2 encontrado en cada muestra analizada con el test de panel VHIO-
300 y tras ajustar por línea de tratamiento anti-HER2 recibida, no se encuentran 
diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos con el test de Wilcoxon 
con una p=0.757 (gráfico 40). Por tanto, en nuestra muestra de pacientes, no se 
encuentra correlación entre el número de copias y la TTP ajustada por línea de 
tratamiento anti-HER2 recibido por las pacientes. 
 

 
 

Gráfico 40. Diagrama de dispersión representando la comparación de TTP según el número de copias del gen ERBB2 
encontradas en cada muestra analizada por panel VHIO-300 ajustado a línea de tratamiento anti-HER2. TTP: Tiempo 
a la progresión. N_HER2_copies: Número de copias de HER2. Line of treatment: Línea de tratamiento. 

 
Según los resultados obtenidos, no se evidencia que la amplificación de ERBB2 se 
correlacione con beneficio a tratamiento anti-HER2. Los resultados no han sido 
estadísticamente significativos por ninguna de las técnicas de valoración de la 
amplificación por NGS, ya sea en tejido o en plasma. 
 

5.14. LA AMPLIFICACIÓN DE ERBB2 PODRÁ SER DISCORDANTE ENTRE TEJIDO TUMORAL 
Y ctDNA. 
 
En las muestras de tejido disponibles de las pacientes incluidas se ha determinado HER2 
por técnicas convencionales de IHQ e ISH y se ha determinado el H-Score de HER2. 
Asimismo, se ha valorado en tejido mediante panel VHIO-300 y en plasma mediante 
Guardant360 VHIO la amplificación y número de copias de ERBB2. Se trata de muestras 
pareadas, es decir, recogidas en un mismo momento en cada paciente antes del inicio 
de una línea de tratamiento. Se establece la hipótesis de que la amplificación de HER2 
podría ser discordante entre tejido tumoral y ctDNA. Para testarla, se valora la 
concordancia entre todas las técnicas disponibles para determinar la amplificación de 
ERBB2.  
 



 
 

 174 

 

5.14.1. Correlación entre amplificación de ERBB2 en tejido por Panel VHIO-300 
comparado con Guardant360 VHIO en plasma 
 
La amplificación de ERBB2 se ha valorado por técnicas genómicas en 42 muestras 
pareadas de tejido y plasma mediante panel VHIO-300 y panel Guardant360 VHIO 
respectivamente (tabla 41). Se ha encontrado concordancia en la amplificación, estando 
presente tanto en tejido como en plasma en 23 muestras. Hay concordancia en la no 
amplificación ni en tejido ni en plasma en 7 muestras. Se han encontrado 4 muestras 
discordantes en las que hay amplificación de ERBB2 en plasma, pero no en tejido. Hay 8 
muestras en las que la amplificación se encuentra en tejido, pero no en plasma. 
Encontramos una correlación estadísticamente significativa con el test de Fisher con una 
p=0.0343, aunque con el test de Chi cuadrado no llega a la significación estadística con 
una p=0.0596. El coeficiente Phi de 0.3442 es sugestivo de que la asociación entre las 
dos técnicas sería moderada ya que hay discordancia en 12 muestras de las 42 testadas. 
Por tanto, hay que considerar que probablemente existe una correlación moderada 
entre ambas técnicas de detección de ERBB2 por NGS, aunque en un número no 
despreciable de muestras (29%) se encuentran discrepancias. 
 

 
 
Tabla 41.  Tabla de contingencia para la amplificación de HER2 testada el tejido con panel VHIO-300 comparado con 
la amplificación en plasma testada con Guardant360 VHIO. Tissue HER2: Muestras de tejido testadas con panel VHIO-
300 para la amplificación en ERBB2. Guardant HER2: Muestras de plasma testadas con Guardant360 VHIO para la 
amplificación en ERBB2. AMP: Muestra amplificada. NO: Muestra no amplificada. n=número de muestras. 

Se valora la correlación considerando el número de copias detectado para el gen ERBB2 
en cada una de las técnicas de NGS aplicadas en las muestras pareadas de tejido y 
plasma.  Se encuentra que existe una asociación estadísticamente significativa entre 
ambas con una p=0.255 (gráfico 41). Por tanto, si consideramos con ambas técnicas el 
número de copias de ERBB2 como una variable numérica continua sin considerar si 
cumplía o no criterios de amplificación, encontramos una correlación significativa. 
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Gráfico 41. Gráfico de correlación del número de copias de ERBB2 en muestras pareadas de tejido y plasma analizadas 
por panel VHIO-300 y Guardant360. HER2 raw copy number of tissue: Número de copias bruto de HER2 en tejido. 
Tissue HER2 n copies: Número de copias de ERBB2 en tejido. Guardant HER2 n Copies: Número de copias de ERBB2 en 
plasma. 

5.14.2. Correlación entre amplificación de ERBB2 en tejido por Panel VHIO-300 
comparado con IHQ/ISH 
 
La amplificación de ERBB2 se ha valorado por técnicas genómicas en 42 muestras de 
tejido mediante panel VHIO-300. En las mismas muestras se ha determinado HER2 
mediante técnicas validadas de IHQ/ISH siguiendo las guías ASCO/CAP (tabla 42).10 Se 
ha encontrado concordancia en la amplificación estando presente por ambas técnicas, 
en 28 muestras. Hay concordancia en la no amplificación en 7 muestras. Se han 
encontrado 3 muestras discordantes en las que hay amplificación de ERBB2 (HER2) 
mediante técnicas genómicas, pero no en las convencionales. Hay 4 muestras en las que 
la amplificación se encuentra por IHQ/ISH, pero no por panel VHIO-300. Encontramos 
una correlación estadísticamente significativa tanto con el test de Fisher con una 
p=0.00138, como con el test de Chi cuadrado con una p=0.00106. El coeficiente Phi de 
0.5615 es sugestivo de que existe una moderada-fuerte asociación entre las dos técnicas 
para valorar HER2. Por tanto, en la valoración de la amplificación de ERBB2 mediante 
NGS por panel VHIO-300 comparada con la determinación de HER2 mediante NGS en 
las mismas muestras, el nivel de concordancia es alto y significativo. No obstante, no son 
totalmente superponibles, ya que un 17% de muestras discordantes. 
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Tabla 42. Tabla de contingencia para la amplificación de HER2 testada el tejido con panel VHIO-300 comparado con 
la determinación de HER2 por técnicas convencionales de IHQ/ISH. Tissue HER2: Muestras de tejido testadas con panel 
VHIO-300 para la amplificación en ERBB2. IHQ HER2: Muestras de tejido testadas con IHQ/ISH según guías ASCO/CAP 
para la amplificación en ERBB2. AMP: Muestra amplificada. NO: Muestra no amplificada. n: No. y: Sí. N: número de 
muestras. 

5.14.3. Correlación entre la determinación de HER2 en tejido por H-Score con la 
amplificación de ERBB2 por panel VHIO-300  
 
Se establece la asociación en la misma muestra de tejido entre la variable H-Score de la 
IHQ de HER2 como variable continua para la determinación de HER2 y la amplificación 
de ERBB2 por el panel VHIO-300. Se encuentra con el test de Wilcoxon que hay una 
correlación estadísticamente significativa entre ambas técnicas con una p= 0.0002 
(gráfico 42). Por tanto, encontramos que a mayor H-score que presenta cada muestra 
hay más muestras consideradas como ERBB2 amplificado por NGS en la misma muestra 
de tejido. 
 
 

 
 
Gráfico 42. Diagrama de cajas de correlación entre H-Score y la amplificación de ERBB2 en las mismas muestras de 
tejido por panel VHIO-300. HS from IHQ: Valor de H-score a partir de IHQ. Tissue HER2: Valor de amplificación ERBB2 
por panel VHIO-300. AMP: Amplificado. NA: No amplificado. 

Se establece, además, la correlación entre el H-score de HER2 y el número de copias de 
ERBB2 obtenido en la misma muestra de tejido analizada con panel VHIO-300. No se 
aprecia una correlación estadísticamente significativa entre ambas con p=0.0957 
(gráfico 43). Por tanto, al comparar en número de copias bruto obtenido en el análisis 
de NGS en la muestra de tejido como una variable continua con el H-Score como variable 
continua de la IHQ de HER2 no se establece que exista correlación entre ambas. 
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Gráfico 43. Gráfico de dispersión de correlación entre H-Score y el número de copias de ERBB2 en las mismas muestras 
de tejido por panel VHIO-300. Distribution of samples according to HS (from IHQ) and HER2 raw copy number from 
tissue sample sequencing: Distribución de las muestras según el HS (de IHQ) y el número de copias en bruto de HER2 
a partir de la secuenciación de muestras de tejido. HS from IHQ: H-score de IHQ. Tissue HER2 n copies: Número de 
copias brutas de ERBB2 en tejido por panel VHIO-300. 

5.14.4. Correlación entre la determinación de HER2 en tejido por IHQ/ISH con la 
amplificación de ERBB2 por Guardant360 VHIO 
La amplificación de ERBB2 se ha valorado en 42 muestras pareadas de tejido y plasma 
mediante panel Guardant360 VHIO en plasma y con técnicas convencionales de IHQ/ISH 
en tejido respectivamente (tabla 43). Se ha encontrado concordancia en la 
amplificación, estando presente tanto en tejido como en plasma en 22 muestras. Hay 
concordancia en la no amplificación ni en tejido ni en plasma en 5 muestras. Se han 
encontrado 5 muestras discordantes en las que hay amplificación de ERBB2 (HER2) en 
plasma, pero no en tejido. Hay 10 muestras en las que la amplificación se encuentra en 
tejido, pero no en plasma. Encontramos que no existe una correlación estadísticamente 
significativa para las dos técnicas ni con el test de Fisher con una p=0.451, ni con el test 
de Chi cuadrado con una p=0.483. El coeficiente Phi de 0.1317 confirma la débil 
asociación entre las dos técnicas. Por tanto, se encuentra una ausencia de concordancia 
significativa entre la amplificación de ERBB2 determinada en biopsia líquida por NSG 
comparada con el resultado obtenido para HER2 con IHQ/ISH ya que hay discordancia 
en el 36% de las muestras testadas. 
 

 
 
Tabla 43. Tabla de contingencia para la amplificación de HER2 testada el tejido con panel Guardant360 VHIO 
comparado con la determinación de HER2 por técnicas convencionales de IHQ/ISH. Guardant HER2: Muestras de tejido 
testadas con Guardant360 VHIO para la amplificación en ERBB2. IHQ HER2: Muestras de tejido testadas con IHQ/ISH 
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según guías ASCO/CAP para la amplificación en ERBB2. AMP: Muestra amplificada. NO: Muestra no amplificada. n:No. 
y: Sí. N:número de muestras. 

 

5.14.5. Correlación entre la determinación de HER2 en tejido por H-Score con la 
amplificación de ERBB2 por Guardant360 VHIO en plasma 
Se establece la asociación en las muestras pareadas de tejido y plasma entre la variable 
H-Score de la IHQ de HER2 como variable continua para la determinación de HER2 en 
tejido y la amplificación de ERBB2 por el Guardant360 VHIO en plasma. Se encuentra 
con el test de Wilcoxon que no hay una correlación estadísticamente significativa entre 
ambas técnicas con una p= 0.088 (gráfico 44). Por tanto, no encontramos que a mayor 
H-score que presente una muestra de tejido sea más probable que se considere 
amplificación de ERBB2 por NGS en plasma. 
 

 
 
Gráfico 44. Diagrama de cajas de correlación entre H-Score en tejido y la amplificación de ERBB2 por Guardant360 
VHIO en plasma en muestras pareadas. Distribution of samples according to HS (from IHQ) and HER2 classification 
based on guardant sample sequencing: Distribución de las muestras según el HS (de IHQ) y el número de copias en 
bruto de HER2 a partir de la secuenciación de muestras de tejido. HS from IHQ: H-score de IHQ. Guardant HER2: Valor 
de amplificación ERBB2 por Guardant360 VHIO. AMP: Amplificado. NA: No amplificado. 

 
Asimismo, se valora la correlación entre el H-score de HER2 y el número de copias de 
ERBB2 obtenido en la muestra pareada correspondiente de plasma analizada con 
Guardant360 VHIO. No se aprecia una correlación estadísticamente significativa entre 
ambas con p=0.95 (gráfico 45). Por tanto, al comparar en número de copias bruto 
obtenido en el análisis de NGS en la muestra de plasma como una variable continua con 
el H-Score como variable continua de la IHQ de HER2 no se establece que exista 
correlación entre ambas. 
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Gráfico 45. Gráfico de dispersión de correlación entre H-Score en tejido y el número de copias de ERBB2 por 
Guardant360 VHIO en plasma en muestras pareadas. Distribution of samples according to HS (from IHQ) and HER2 
raw copy number from guardant sample sequencing: Distribución de las muestras según el HS (de IHQ) y el número 
de copias bruto de HER2 a partir de la secuenciación de muestras por Guardant. HS from IHQ: H-score de IHQ. 
Guardant HER2 N copies: Número de copias brutas de ERBB2 por Guardant360. 

Los resultados obtenidos al comparar la amplificación de ERBB2 en tejido y plasma por 
las distintas técnicas de NGS, apoyan la hipótesis de que pueda ser discordante en las 
muestras pareadas. La significación estadística no ha sido consistente en los dos 
modelos de correlación aplicados y se ha encontrado un número significativo de 
muestras con resultados diferentes entre panel VHIO-300 y Guardant360. Sin embargo, 
la concordancia entre la amplificación de ERBB2 determinada por NGS y por técnicas 
convencionales en las mismas muestras de tejido ha mostrado una mayor concordancia 
con significación estadística.  
 

5.15. LA GENERACIÓN DE MODELOS DE PDX DERIVADOS DE TUMOR PUEDE SER 
INFORMATIVA PARA ESTUDIOS DE MECANISMOS DE RESISTENCIA A FÁRMACOS ANTI-
HER2 
 
En las pacientes que consienten para destinar parte de las biopsias tumorales que se 
realizan por motivos asistenciales, se explora la rentabilidad de generación de modelos 
murinos derivados de tumor (Patient Derived Xenographs: PDX) a partir de sus biopsias. 
Adicionalmente, se planifica explorar la consolidación del estudio de resistencias 
terapéuticas en estos modelos en los casos en que se hayan obtenido modelos viables 
de PDX y valorar en ellos la concordancia de la respuesta obtenida a las mismas terapias 
recibidas por las pacientes y los PDX de cuyos tumores deriven.  
Para testar esta hipótesis se tienen en consideración las 107 pacientes incluidas 
consecutivamente desde el inicio en el proyecto, no solamente las 39 pacientes de las 
que proceden las muestras pareadas.  
Se obtienen 49 biopsias procedentes de tumores de pacientes incluidas en el proyecto 
y que acceden a donar material para implantar en PDX. De las biopsias obtenidas, hay 
21 (43%) que proceden de una biopsia pareada analizada para el proyecto y 28 (57%) de 
otras biopsias no analizadas. Hay 28 pacientes de las que se ha implantado una biopsia, 
3 pacientes de las que se han implantado 2 biopsias y 5 pacientes de las que se implantan 
3 biopsias en PDX en momentos diferentes. 14 (29%) de las muestras proceden de 
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pacientes cuyos tumores tenían un fenotipo luminal B HER2 positivo, mientras que las 
35 (71%) restantes provenían de tumores HER2 positivos no luminales. 
De las 49 biopsias implantadas hay 36 (73.5%) que no son viables y 13 (26.5%) que sí lo 
son y dan lugar a la generación de PDX (gráfico 46). En las biopsias procedentes del 
fenotipo luminal B HER2 positivo el éxito de implantación fue en 2 (16%) de 14, mientras 
que en las no luminales fueron viables 11 (31%) de las 35 implantadas.  
 

 
 

Gráfico 46. Gráfico de sectores con proporción en la viabilidad de modelos de PDX implantados 

De forma generalizada, no se realizan experimentos específicos para testar la 
sensibilidad de los PDX a los mismos tratamientos que han recibido las pacientes. Por 
este motivo no se estudia la concordancia en las respuestas obtenidas en las pacientes 
comparadas con los PDX. Por tanto, tampoco es posible comparar y estudiar posibles 
mecanismos de resistencia coincidentes entre las pacientes y los PDX. 
 
Se utiliza como ejemplo un caso en el que un PDX fue sometido al mismo tratamiento 
con el ADC trastuzumab duocarmacina (SYD985) que había recibido una paciente 
incluida en el proyecto de muestras pareadas. 
 

5.15.1. Concordancia de respuesta obtenida por PDX tratado con el mismo tratamiento 
que la paciente de la que proviene 
 
Como ejemplo de la concordancia entre la respuesta obtenida por un PDX se valora el 
caso de la paciente 28. Se implantaron biopsias procedentes de letálides cutáneas de la 
paciente para generación de PDX en 3 ocasiones. En todas ellas se obtuvieron PDX 
viables. En un proyecto paralelo se trató uno de los PDX generados con 2 ADCs de nueva 
generación diferentes. Uno de ellos era SYD985, el otro TDXd.  
La paciente tenía diagnóstico de CMM HER2 positivo no luminal de alto grado con IHQ 
3+ para HER2 con enfermedad local en mama con letálides y afectación adenopática. 
Había recibido tratamiento con paclitaxel y trastuzumab en primera línea (1L) con un 
TTP menor de 3 meses, T-DM1 en 2L con un TTP de 8 meses, trastuzumab vinorelbina 
en 3L con TTP menor de 2 meses. Se extrajo entonces la primera muestra para PDX de 
la que se obtuvo un modelo viable (PDX28-1). Posteriormente, participó en EC TULIP 
donde recibió SYD985 en 4L con TTP de 6 meses alcanzando una RC. Siguió 5L con 
capecitabina lapatinib con TTP menor de 5 meses. Se extrajo entonces la segunda 
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muestra para PDX de la que se obtuvo un modelo viable (PDX28-2). Dado que la paciente 
presentaba mutación en PIK3CA, en 6L recibió el inhibidor de PI3K MEN1611 asociado a 
trastuzumab dentro de EC B-PRECISE-01 con TTP de 6 semanas.331 Se extrajo a la 
progresión la tercera muestra para PDX de la que se obtuvo un modelo viable (PDX28-
3). En 7L recibió doxorrubicina liposomal, ciclofosfamida y trastuzumab con TTP de 3 
meses. En 8L recibió tratamiento con capecitabina y neratinib con TTP de dos meses.  
 
EL último PDX generado de la paciente tras la 6L fue tratado con SYD985 y TDXd. 
 
SYD985: 
En el gráfico 47, podemos apreciar el resultado en el PDX28-3 del tratamiento con 
SYD985. Es importante considerar que este modelo de PDX no era el primero que se 
había generado a partir del tumor de la paciente previamente a iniciar tratamiento con 
SYD985. Se trataba de un PDX que había sido implantado a partir de una biopsia tomada 
cuando la paciente ya había sido previamente tratada con SYD985. Adicionalmente, 
además de progresar a este ADC de segunda generación, había progresado a otras dos 
líneas de tratamiento más que habían incluido un TKI y un tratamiento contra PIK3CA 
que era una diana potencialmente atacable que presentaba su tumor, con el inhibidor 
de PI3K, MEN1611.  
En este caso, lo esperable es que se tratara de un modelo con resistencia primaria a 
SYD985, ya que provenía de una paciente que había presentado una respuesta inicial al 
tratamiento y posteriormente había progresado probablemente por la generación de 
una resistencia secundaria. De forma imprevista, se aprecia que este PDX28-3 presentó 
un incremento inicial en el volumen tumoral, pero posteriormente alcanza una 
reducción completa del volumen tumoral que dura unos 35 días, para posteriormente 
aumentar dicho volumen de manera progresiva. 
 

 
 

Gráfico 47. Gráfico de líneas de PDX procedente de la paciente 28 tratado con SYD985 frente a un vehículo. 

 
T-DXd 
Respecto a T-DXd, la paciente no recibió este tratamiento porque no estuvo disponible 
en el contexto de ensayo clínico o uso compasivo, ya que entonces era un fármaco aún 
en investigación no aprobado. No obstante, en el gráfico 48 podemos observar como el 
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PDX28-3 mostro una sensibilidad parcial al tratamiento comparado con vehículo en un 
modelo multirresistente. De hecho, sorprendentemente, la reducción del volumen 
tumoral fue inferior a la obtenida con SYD985.  Sin embargo, es importante considerar 
que el PDX procedía de una paciente cuyo tumor había progresado en la mayoría de los 
casos con TTP más cortos de la media esperada de SLP a todas las terapias anti-HER2 
pudiendo influir en estos resultados. 
  

 
 

Gráfico 48. Gráfico de líneas de PDX procedente de la paciente 28 tratado con T-DXd a 2 dosis diferentes frente a un 
vehículo. 

Por tanto, al menos en esta paciente, no se confirma la concordancia entre los 
resultados obtenidos con el mismo tratamiento en la paciente y el PDX derivado de su 
tumor. Es cierto que tanto la paciente como el PDX presentaron una respuesta completa 
al tratamiento con SYD985. Sin embargo, es importante considerar que el PDX28-3 
tratado procedía de una muestra recogida de la paciente a la progresión no solo de 
SYD985, sino también de lapatinib y un inhibidor de PI3K. 
Los resultados obtenidos validan la hipótesis de que se generarán modelos de PDX 
derivados del tumor con una tasa de éxito del 26.5%. Sin embargo, no ha sido posible 
estudiar las resistencias terapéuticas en estos modelos en comparación con las de los 
pacientes que derivan. Solamente en una paciente, se ha valorado la concordancia entre 
la respuesta obtenida al mismo tratamiento por el PDX derivado de su tumor. En este 
caso, no hubo concordancia en la respuesta esperada con SYD985. El PDX28-3 había sido 
generado a partir de una biopsia obtenida cuando la paciente había progresado a 
tratamiento y sin embargo se obtuvo respuesta en el PDX. 
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6. DISCUSIÓN 
 

6.1. CARACTERÍSTICAS DE LAS PACIENTES  
 
Para el proyecto de búsqueda de mecanismos de resistencia a tratamiento dirigido en 
cáncer de mama HER2 positivo metastásico, se han incluido 107 pacientes. Todas ellas 
con diagnóstico de cáncer de mama metastásico (CMM) HER2 positivo en tratamiento 
con terapias anti-HER2 en el momento de la inclusión. Las pacientes se podían incluir en 
cualquier línea de tratamiento anti-HER2. Por este motivo, hay heterogeneidad en 
cuanto a la línea de tratamiento en la que las pacientes entran al estudio y respecto a 
las líneas de tratamiento recibidas antes y durante su participación en el estudio. 
Adicionalmente, es importante tener en consideración que la recogida de las muestras 
de tejido al igual que las de plasma fue prospectiva en todos los casos. El análisis de las 
muestras de plasma o tejido se realizó a tiempo real en el momento de la recogida de 
las muestras para las pacientes en las que el resultado era relevante para la toma de 
decisiones en el tratamiento de las pacientes. Para el resto de las pacientes, la 
recolección de las muestras fue también prospectiva, aunque el análisis fue 
retrospectivo y realizado para la inclusión de los resultados en esta tesis doctoral. Las 
biopsias para la obtención de tejido tumoral fueron recogidas en caso de que estuvieran 
clínicamente indicadas por práctica asistencial. Las muestras de plasma fueron recogidas 
sistemáticamente al inicio de cada tratamiento y a la progresión de este, además de que 
se recogieron muestras en curso de tratamiento. Por este motivo, en la mayoría de los 
casos, los resultados obtenidos de estas muestras no han podido ser aplicados para 
tomar decisiones terapéuticas en función de las alteraciones encontradas. De hecho, a 
diferencia del cáncer de mama luminal HER2 negativo, actualmente no hay ningún 
tratamiento aprobado para el cáncer de mama HER2 positivo que esté basado en alguna 
mutación accionable, como p.e. alpelisib para pacientes con mutaciones en PIK3CA o 
elacestrant en el caso de mutaciones emergentes en el gen ESR1. Según la clasificación 
ESCAT de ESMO para valorar la accionabilidad de alteraciones genómicas, para el CMM 
HER2 positivo las amplificaciones del gen ERBB2 serían las únicas con una calificación IA, 
es decir que su tratamiento mediante terapias específicas aumenta significativamente 
la supervivencia de las pacientes que la presentan.342 Sin embargo, el valor del 
conocimiento del perfil mutacional de los tumores tiene una importancia creciente para 
valorar tratamientos potencialmente beneficiosos en el ámbito de la investigación de 
nuevas terapias y dianas terapéuticas. 
 
De las 107 pacientes incluidas, para el análisis retrospectivo de las muestras se valoró 
priorizar aquellas pacientes de las cuales hubiera disponibilidad de muestras de tejido 
tumoral y muestras de plasma obtenidas simultáneamente antes del inicio de alguna 
línea de tratamiento con terapias anti-HER2.  Estas muestras pareadas de tejido tumoral 
provenían de biopsias realizadas por motivos asistenciales y las de plasma habían sido 
obtenidas y almacenadas congeladas en una seroteca especialmente para su análisis 
genómico posterior. De las 107 pacientes incluidas había 39 que cumplían esta 
característica de al menos tener una muestra pareada de tejido y plasma disponible para 
su análisis. El motivo principal de priorizar esta subpoblación de pacientes con biopsias 
pareadas ha sido para analizar la concordancia de las alteraciones genómicas 
encontradas en tejido y plasma, ya que se trata de uno de los objetivos fundamentales 



 
 

 184 

de esta investigación. De estas mismas pacientes, se han analizado además las muestras 
de plasma disponibles antes del inicio de cada línea de tratamiento. De esta manera es 
posible analizar las diferencias en las alteraciones genómicas que pudieran ir 
emergiendo a la progresión de cada línea de tratamiento, pudiendo orientar en posibles 
mecanismos de resistencia a cada terapia. Otro motivo fundamental para haber 
priorizado los análisis en la población de pacientes con muestras pareadas es por el valor 
añadido en la validación de los resultados de las biopsias líquidas no pareadas tras haber 
valorado la concordancia de alteraciones genómicas en tejido y plasma de las muestras 
pareadas de estas mismas pacientes. De este modo, es posible valorar la validez de los 
resultados genómicos de la biopsia líquida en ausencia de la posibilidad de obtenerlos 
en una muestra de tejido. Por último, se ha priorizado el análisis de las muestras de estas 
pacientes y no se han analizado todas las muestras disponibles de todas las pacientes 
incluidas en el proyecto en este momento por una limitación de recursos asociados al 
proyecto, aunque las muestras están almacenadas y disponibles para su uso futuro en 
proyectos de investigación. 
 
En las 39 pacientes con muestras pareadas, se han identificado 54 muestras de tejido 
potencialmente pareadas con una muestra de plasma antes del inicio de una terapia 
anti-HER2. El éxito en el análisis de los resultados ha sido destacable, ya que se han 
analizado un total de 51 muestras (94%) y únicamente 3 fueron excluidas por no pasar 
control de calidad. De las correspondientes muestras de plasma pareadas se han 
analizado 52 de 53 (98%), ya que una muestra no pasó el control de calidad para su 
análisis. Adicionalmente hay 2 muestras analizadas y con resultados que provienen de 
la línea previa de tratamiento con respecto a la biopsia de tejido por lo que no cumplen 
estrictamente el criterio de apareamiento. No obstante, se ha decidido incluir los 
resultados de las muestras de estas pacientes a los análisis por la cercanía entre la 
extracción de estas en cuanto a las líneas de tratamiento y por la información adicional 
de las muestras secuenciales de plasma provenientes de ellas. 
En el total de las 119 muestras de plasma analizadas sumando las pareadas con tejido y 
las secuenciales no pareadas a lo largo de las distintas terapias recibidas por las 
pacientes se han obtenido resultados de alteraciones genómicas de 116 (97.4%).  
El alto porcentaje de biopsias que han sido analizadas y con resultados apoya la 
viabilidad de los análisis genómicos realizados no solo sobre las biopsias de tejido, sino 
también sobre las de plasma. Es destacable que, para la viabilidad de los análisis de 
biopsia líquida, ha sido esencial el circuito establecido para la extracción y 
procesamiento de plasma que se han explicado detalladamente en la metodología del 
proyecto. Así, es necesario tener personal de Enfermería adecuadamente entrenado 
para la extracción de las muestras de sangre en cada momento definido. La obtención 
de las muestras se realiza generalmente coincidiendo con analíticas que requieren las 
pacientes por motivos asistenciales para minimizar el impacto sobre ellas y optimizar los 
recursos. Además, es imprescindible un procesamiento adecuado del plasma, ya que es 
necesario que sea centrifugado y almacenado preferiblemente de manera inmediata o 
en un plazo máximo de 2 horas. De esta manera es posible preservar su integridad que 
es esencial para su análisis y obtención de resultados de calidad. Es también 
fundamental que las muestras sean correctamente identificadas y codificadas en su 
lugar de almacenamiento para facilitar el reconocimiento posterior para permitir su 
análisis en el laboratorio de genómica.  
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Hay que tener en consideración que una limitación que encontraremos 
recurrentemente es esta investigación es que, aunque las muestras de plasma fueron 
recogidas y almacenadas de manera prospectiva, los análisis realizados para este 
proyecto sean mayoritariamente retrospectivos. Por este motivo, no es posible valorar 
el tiempo que hubiera sido necesario para obtener los resultados de los análisis, si estos 
hubieran sido requeridos para ser utilizados sistemáticamente para una decisión 
terapéutica. En las pacientes en tratamiento con CMM y en particular en la población 
de pacientes con tumores HER2 positivos es importante minimizar en lo posible el 
tiempo transcurrido entre el fin de una línea de tratamiento y el inicio de la siguiente. 
Se trata de tumores con un perfil de agresividad considerable con diversidad de 
opciones terapéuticas disponibles. A este respecto, hay experiencia en nuestro centro 
proveniente del programa de prescreening molecular de VHIO, proyecto para el cual, 
todas las pacientes participantes en este proyecto habían consentido. Así, dependiendo 
de los análisis a realizar y el tipo de muestra sobre el que se llevan a cabo, el tiempo 
necesario para obtener resultados puede variar. Si se trata de IHQ/ISH los resultados 
pueden estar disponibles en menos de una semana, pero para resultados de paneles de 
NGS como los utilizados en este proyecto el tiempo necesario podría variar entre 3 y 4 
semanas. A pesar del inconveniente del tiempo necesario para obtener resultados, el 
potencial valor de los mismos es indudable para las decisiones terapéuticas. Así, 
teniendo en cuenta todos los pacientes con cáncer de cualquier localización a los que se 
realizó un análisis genómico dentro del programa de prescreening de VHIO, hasta un 
10% de ellos fue incluido en un ensayo clínico específico para la alteración 
encontrada.343 En el estudio SAFIR02-BREAST se randomizaron a recibir una terapia 
dirigida o quimioterapia un 16% de las pacientes incluidas, basándose en los resultados 
de secuenciación de ADN obtenidos .344 No obstante, es importante considerar que se 
trataba de pacientes con cáncer de mama HER2 negativo. En la iniciativa AURORA, que 
incluía un 16% de pacientes con cáncer de mama HER2 positivo, un 7% del total de las 
pacientes participantes recibieron una terapia dirigida según resultados genómicos.63 Es 
también posible que se encuentren alteraciones potencialmente accionables y que no 
haya un tratamiento disponible en el momento de la detección, aunque su conocimiento 
podría permitir realizar el tratamiento específico en el futuro si estuviera disponible. 
Adicionalmente, es de creciente importancia para la correcta interpretación de los 
resultados de las alteraciones genómicas detectadas y su potencial valor en las 
decisiones terapéuticas, la figura de los molecular tumor boards o comités tumorales 
moleculares. Se trata de un grupo de expertos que se reúne precisamente para valorar 
las opciones terapéuticas en cada paciente al que se le ha realizado un test de NGS, 
dependiendo de las alteraciones genómicas encontradas potencialmente tributarias de 
un tratamiento dirigido.342 El creciente interés ha impulsado iniciativas centradas en las 
pacientes como HOPE (SOLTI-1903) para valorar el impacto en el tratamiento de los 
resultados genómicos en las opciones terapéuticas con la guía de un comité tumoral 
molecular. Se encontraron un 54.9% de alteraciones potencialmente accionables 
clasificadas como ESCAT I-III entre todas las pacientes incluidas, de las cuales un 13% 
eran HER2 positivas.345  
 
Las características de las 39 pacientes incluidas en el estudio son en general 
representativas de la población de pacientes con cáncer de mama HER2 positivo 
metastásico en tratamiento activo anti-HER2 con una mediana de edad de 49 años. Se 
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trata además de una cohorte madura de pacientes, ya que la mediana de seguimiento 
desde el inicio de la primera línea de tratamiento es de 51 meses y de 34 meses si 
consideramos en momento en que consintieron para participar del proyecto. Además, 
hay un 23% de pacientes aún vivas y en seguimiento, que es una proporción bastante 
menor que la de las pacientes ya fallecidas.  Es destacable que hay una elevada 
proporción de pacientes con diagnóstico de metástasis de novo, 13 pacientes que 
suponen un tercio del total (33%). Una posible explicación, es el avance en las terapias 
anti-HER2 que ha ido mejorando progresivamente con el tiempo la supervivencia y 
disminuyendo el riesgo de recidiva de las pacientes con diagnóstico de cáncer de mama 
HER2 positivo en estadio localizado. Esta mejora es atribuible a la inclusión como 
estándar el doble bloqueo con pertuzumab y trastuzumab combinado con 
quimioterapia en la neoadyuvancia además de TDM1 para aquellas pacientes que no 
alcanzan una pCR.316 Otra explicación probable es la selección de pacientes por 
disponibilidad de muestra de tejido para su análisis pareado con una muestra de plasma 
obtenida simultáneamente. Hay 18 muestras de las 54 (33%) que provienen de tejido 
mamario, ya que es una localización muy accesible para la obtención de biopsia. De las 
13 pacientes con tumores diagnosticados metastásicos de novo, solamente 2 habían 
sido intervenidas quirúrgicamente de sus tumores primarios. La siguiente localización 
más frecuente de biopsia es la hepática que supone el 26% del total, ya que es un órgano 
que se encuentra frecuentemente afectado con habitual accesibilidad para realizar 
biopsia. Otras localizaciones frecuentes de biopsia han sido las letálides cutáneas en la 
pared torácica que son también frecuentes en el cáncer de mama HER2 positivo 
metastásico, al igual que las adenopatías que si son periféricas, también son accesibles. 
Otras localizaciones menos accesibles como pulmón y cerebro han sido poco 
representadas en nuestra muestra. Para la elevada tasa de éxito en la obtención de 
biopsias de tejido ha sido fundamental la experiencia de los radiólogos y cirujanos que 
las han realizado. 
 
Es destacable que habiendo sido un requisito para la participación en el estudio que las 
pacientes estuvieran en tratamiento con una terapia anti-HER2 en el momento de la 
inclusión, hasta un 22% de las muestras analizadas por las técnicas convencionales 
hayan resultado negativas para HER2. No obstante, esta situación está descrita como 
uno de los principales mecanismos de resistencia a los tratamientos anti-HER2, es decir, 
la pérdida de expresión del receptor en la membrana de la célula tumoral.189 Otra 
posible explicación a este hallazgo podría estar en relación con la potencial 
heterogeneidad en la expresión de HER2 en distintas localizaciones metastásicas o 
incluso dentro de una misma lesión que asimismo está descrito hasta en un 40% de los 
casos, no solo como un factor de resistencia a terapias anti-HER2, sino también un factor 
pronóstico negativo.346 
 
En cuanto a los tratamientos recibidos por las pacientes en enfermedad temprana, se 
aprecia que en la mayoría de los casos coinciden con el estándar vigente en el momento 
del diagnóstico de esta cohorte histórica. De todas las pacientes que hicieron 
tratamiento neoadyuvante con quimioterapia (54%), recibieron además trastuzumab un 
64%, aunque de solamente el 29% hicieron además doble bloqueo con pertuzumab 
asociado. Ninguna paciente recibió un tratamiento anti-HER2 no aprobado en el 
contexto de enfermedad temprana. Hay que tener en consideración que no todos los 
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tumores primarios de las pacientes habían sido clasificados como HER2 positivos, un 
27% eran de estirpe luminal A o B HER2 negativo. De todas las pacientes que hicieron 
tratamiento neoadyuvante, ninguna presentó una respuesta patológica completa, todas 
ellas presentaron enfermedad residual postneoadyuvancia. Sin embargo, solo una 
paciente recibió T-DM1 adyuvante debido al momento de aprobación de esta indicación 
de tratamiento. Es probable que todos estos factores pudieran haber impactado en el 
riesgo de recidiva posterior.347  
 
De todas las pacientes incluidas, únicamente 8 de las 39 (21%) lo habían hecho 
previamente a haber recibido algún tratamiento anti-HER2 en el ámbito metastásico, y 
por tanto, antes de su primera línea con fármacos anti-HER2. Las demás pacientes han 
sido incluidas habiendo recibido ya algún tratamiento anti-HER2 para su enfermedad 
metastásica. En algunos casos, en pacientes que habían recibido tratamientos en otros 
centros, no se disponía algún dato que, por tanto, se ha omitido para los análisis. No 
obstante, se ha podido recoger la mayoría de la información para todos los tratamientos. 
La mediana de líneas de tratamientos recibidos es de 6 con un rango de 1 a 14 líneas. 
Un 54% de pacientes habían recibido más de 5 líneas y solamente un 13% menos de 2 
líneas. Se trata por tanto de una población que en general ha recibido numerosas líneas 
de tratamiento. Adicionalmente, un 74% de las pacientes había sido éxitus en el 
momento del análisis, en todos los casos conocidos a causa de progresión de la 
enfermedad y en ningún caso por toxicidad asociada las terapias recibidas. Respecto a 
las terapias recibidas y seguimiento, como se ha referido anteriormente, se trata de una 
muestra de pacientes en general madura para su estudio.  
 
En relación con los tratamientos recibidos por las pacientes en las diferentes líneas de 
tratamiento, reflejan la heterogeneidad que suele caracterizar a las cohortes 
retrospectivas. Desde su aprobación en 2013, el tratamiento considerado estándar en 
primera línea es la asociación de un taxano a doble bloqueo anti-HER2 con trastuzumab 
y pertuzumab apoyado por los resultados del EC CLEOPATRA demostrando su 
superioridad frente trastuzumab.317 Sin embargo, de las pacientes incluidas, solamente 
habían recibido este tratamiento en primera línea un 54%. Había un 31% de pacientes 
que habían recibido otros tratamientos anti-HER2, con más frecuencia trastuzumab, 
generalmente en pacientes cuyo inicio de tratamiento en primera línea había sido previo 
a la aprobación de pertuzumab. Asimismo, había un 5% pacientes tratadas con T-DM1 
por haber progresado precozmente tras el tratamiento adyuvante. El resto de pacientes 
tratadas con otros tratamientos anti-HER2, lo habían hecho en el contexto de ensayo 
clínico con inhibidores de tirosina quinasa en 7.7% y con trastuzumab deruxtecan (T-
DXd) + pertuzumab/placebo en el 5%. Las pacientes tratadas con T-DXd en primera línea 
son pacientes incluidas en el ensayo clínico DESTINY-Breast09 (NCT04784715). Se 
corresponden con las más recientemente incluidas y por tanto con un menor 
seguimiento, sin poder valorar el impacto de este tratamiento en primera línea. Hay un 
15.4% de pacientes que no habían seguido tratamiento anti-HER2 de inicio porque sus 
tumores no presentaban un fenotipo HER2 positivo en el momento de iniciar el 
tratamiento, aunque habían cambiado su fenotipo a HER2 positivo en líneas posteriores 
y por tanto fueron incluidas en el proyecto.  
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En la segunda línea de tratamiento, también se refleja la heterogeneidad terapéutica 
comentada anteriormente para la primera línea. Desde su aprobación en 2013, el 
tratamiento estándar a la progresión de un taxano y trastuzumab había sido T-DM1 por 
haber demostrado su superioridad frente a capecitabina y lapatinib en el ensayo clínico 
EMILIA.25 En nuestra muestra de pacientes tratadas en segunda línea, lo habían recibido 
un 54%. Había otro 32.3% que habían recibido otros tratamientos anti-HER2, incluyendo 
doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab o trastuzumab en un 8.6%. Asimismo, 
hubo pacientes que recibieron otros ADCs como trastuzumab duocarmacina y T-DXd en 
un 2.9% respectivamente y un 8% de pacientes recibieron TKIs. También hubo un 14.7 
% de pacientes sin tratamiento anti-HER2 por no ser consideradas HER2 positivas en 
este momento. Desde 2021 en que fue aprobado el uso de trastuzumab deruxtecan tras 
progresión a taxanos y trastuzumab, este se considera el actual estándar de tratamiento 
en segunda línea por haber demostrado su destacable superioridad frente a T-DM1 en 
el ensayo clínico DESTINY-Breast03.27 El hecho de que solamente una paciente recibiera 
T-DXd es otro indicio de que se trata de una cohorte madura de pacientes, con un largo 
seguimiento posterior a la segunda línea. De hecho, la mayoría de las pacientes que 
reciben T-DXd en esta cohorte, lo hacen en lineas posteriores de tratamiento.   
  
Actualmente, desde su aprobación en 2021, en el tratamiento de tercera línea estándar 
está establecido que correspondería a capecitabina asociado a doble bloqueo con 
trastuzumab y el TKI tucatinib. Esta aprobación se basa en los resultados del ensayo 
HER2CLIMB en el que tucatinib demostró su superioridad frente a placebo.31 
Anteriormente, no había ningún tratamiento que se considerara como un claro 
referente estándar y se aceptaba como tal cualquier combinación que contuviera un 
tratamiento anti-HER2, habitualmente trastuzumab o lapatinib. Este hecho se refleja en 
la heterogeneidad de tratamientos recibidos por las pacientes. Así, en tercera línea, un 
91% de las pacientes reciben tratamiento anti-HER2. El más frecuentemente encontrado 
en un 35% de las pacientes es trastuzumab asociado a quimioterapia, hay otro 8.8% que 
reciben doble bloqueo con pertuzumab. Se tratan con ADCs, T-DM1 y T-DXd, un 15% de 
pacientes respectivamente. Con TKI hay un 18% de pacientes tratadas incluyendo 
lapatinib en un 8.8%, neratinib en un 2.9% y tucatinib en un 5.9%. Así, nuestra muestra 
de pacientes en tercera línea contiene sobre todo pacientes tratadas según los 
estándares previos a la instauración del tratamiento preferido actualmente, basado en 
tucatinib, demostrando nuevamente la madurez de nuestra cohorte. 
 
A medida que vamos avanzando en el número de líneas recibido por cada paciente, la 
heterogeneidad en los tratamientos recibidos es mayor. Adicionalmente, hay cada vez 
menor número de pacientes en tratamiento en cada línea ya sea porque no han 
progresado al tratamiento en el que se encuentran en el momento del análisis, o por 
éxitus que en nuestra cohorte ha sido debido a progresión tumoral en todas las 
pacientes incluidas de las que se dispone de dicha información. Así, el máximo número 
de líneas recibidas ha sido de 14 en un 5% de las pacientes incluidas. Sin tener en cuenta 
la línea en la que las pacientes recibieron cada tratamiento, hay un 77% de pacientes 
que recibieron doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab en algún momento y un 
85% fueron tratadas con T-DM1. Todas las pacientes recibieron trastuzumab al menos 
en una ocasión. Respecto a otros ADCs, un 64% recibe T-DXd en algún momento, la 
mayoría en el contexto de ensayo clínico y un 26% trastuzumab duocarmacina, todas 
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ellas en ensayo ya que se trata de un fármaco no aprobado. Hay un 13% de pacientes 
que reciben zanidatamab en combinación con palbociclib, un 2.5% margetuximab en 
combinación con quimioterapia y en otro 2.5% MCLA-128. En estos casos se trata 
también de anticuerpos y combinaciones recibidas en el contexto de ensayo clínico. En 
relación con el tratamiento con TKIs, el más frecuentemente recibido fue lapatinib en 
33% de pacientes, tucatinib en 26%, neratinib en 5% y dasatinib en 2.5%. Es importante 
considerar que el porcentaje medio de pacientes tratadas dentro de ensayo clínico por 
línea de tratamiento fue del 30% que es una proporción destacable en relación al 61% 
de media de las pacientes tratadas con tratamiento asistencial. Sin embargo, la 
proporción de pacientes que se trataron dentro de un uso compasivo fue 
considerablemente menor con una media del 9.25%. Es destacable la proporción de 
pacientes que fueron incluidas en un ensayo clínico debido a que fueron tratadas en un 
hospital universitario con acceso a tratamientos anti-HER2 y nuevas combinaciones en 
experimentación. De este modo, las pacientes pudieron beneficiarse de tratamientos 
que no estaban disponibles a nivel asistencial en el momento en el que los recibieron. 
No obstante, también hay que considerar y sopesar con las pacientes el beneficio y 
riesgo de cada tratamiento experimental. Hay tratamientos como el trastuzuman 
deruxtecan y tucatinib que han demostrado su beneficio y han sido aprobados, mientras 
que otros de los tratamientos que recibieron las pacientes como SYD985 no ha sido 
aprobados probablemente por un balance de eficacia y toxicidad desfavorable.320 Hay 
otros tratamientos como margetuximab o neratinib que no han sido aprobados por la 
Agencia Europea del Medicamento (EMA), pero sí por la FDA (US. Food and Drug 
Administration) en este contexto, por lo que no están tampoco disponibles para su uso 
asistencial. Los motivos para esta discordancia en las aprobaciones por las agencias 
reguladoras son complejos y se alejan de los objetivos de este proyecto. 
 
Los análisis de supervivencia reflejan la heterogeneidad respecto a los tratamientos 
recibidos en la muestra de pacientes incluidas a lo largo de las diferentes líneas de 
tratamiento. En la primera línea de tratamiento, considerando todos los tratamientos 
recibidos por las pacientes, la mediana de tiempo a la progresión (TTP) fue de 13.3 
meses. Si consideramos el 54% de pacientes tratadas en 1L con el esquema considerado 
estándar de doble bloqueo anti-HER2 con trastuzumab y pertuzumab asociado a un 
taxano, la mediana de SLP fue de 12 meses con un rango amplio entre 9 y 25 meses. Este 
valor contrasta con el del EC CLEOPATRA en el que la mediana de SLP reportada para la 
población del estudio fue de 18.5 meses para el brazo de pertuzumab, frente a 12.4 en 
el de placebo. Es probable que esta diferencia encontrada en nuestra muestra de 
pacientes se deba a las diferencias con la población del ensayo. Entre otras posibles 
causas podría influir el tratamiento previo con trastuzumab en monoterapia o en 
combinación con pertuzumab en las pacientes que lo habían recibido en el ámbito 
adyuvante. En el EC CLEOPATRA habían recibido trastuzumab en el ámbito de 
enfermedad temprana una escasa proporción de pacientes, un 11.7% en el grupo de 
pertuzumab y un 10.1% en el de placebo.317 Adicionalmente, las poblaciones de 
pacientes asistenciales no necesariamente cumplen todos los requisitos que eran 
necesarios para participar en el ensayo del que procede la indicación del tratamiento. 
Concretamente en el ensayo no se permitían pacientes HER2 negativas previamente 
tratadas en el ámbito metastásico que en algún momento hubieran cambiado a fenotipo 
HER2 positivo. En nuestro proyecto, un 13% de las pacientes se encontraba en esta 
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situación, pudiendo haber adquirido mecanismos de resistencia adicionales debido a su 
exposición a tratamientos previos en el contexto de enfermedad metastásica HER2 
negativa. Adicionalmente, es probable que influya la escasa representación de pacientes 
largas respondedoras a doble bloqueo en nuestra muestra como un sesgo de selección 
para esta diferencia de resultados en las medianas de SLP. En la primera línea, ninguna 
de las pacientes ha mostrado los criterios de resistencia clínica primaria, según se han 
establecido en este proyecto para identificar posibles resistencias primarias a 
tratamiento anti-HER2. Así, todas las pacientes tratadas en primera línea con anti-HER2 
han presentado una SLP mayor de 4 meses, sin haber presentado progresión como 
mejor respuesta. Es probable que se deba a que la mayoría de las pacientes han recibido 
combinaciones con QT que se suelen administrar durante al menos 6 ciclos y presentan 
sinergia con los tratamientos anti-HER2. Hay 2 pacientes tratadas con T-DM1 por haber 
progresado precozmente a tratamiento con trastuzumab en el ámbito adyuvante que 
han presentado una mediana de 27.5 meses de TTP que es excepcional e inesperado en 
este contexto, ya que la mediana de SLP en el EC EMILIA fue de 9.9 meses en las 
pacientes tratadas con T-DM125. Es probable que en estas pacientes la sensibilidad a la 
carga citotóxica de T-DM1, la emtansina, fuera excepcional, ya que no sería esperable 
una especial sensibilidad a los mecanismos de acción atribuidos a trastuzumab, dada la 
progresión precoz al mismo. Respecto a las 2 pacientes tratadas con T-DXd, ambas 
participan en el EC DESTINY-Breast09 (NCT04784715) que compara T-DXd + 
pertuzumab/placebo con el tratamiento estándar actual de combinación de taxano y 
doble bloqueo con trastuzumab asociado a pertuzumab. La relativamente corta PFS 
encontrada de 7.1 meses, se debe al escaso seguimiento de estas pacientes siguen en 
tratamiento, al haber sido incluidas al final del período de reclutamiento del proyecto. 
Los datos de este ensayo que probablemente demostrarán la superioridad de 
trastuzumab deruxtecan en este contexto de primera línea, aún no han sido reportados. 
Se han reportado datos del EC DESTINY-Breast07, que es un estudio de fase II que 
explora T-DXd en primera línea, con una mediana de PFS de 19.2 meses para T-DXd en 
monoterapia y de 20.6 meses asociando pertuzumab.348 
En el análisis exploratorio realizado para comparar los resultados en primera línea entre 
pacientes tratadas con el estándar del esquema cleopatra, las tratadas con otras 
terapias anti-HER2 diferentes o tratadas sin tratamiento anti-HER2, no se encuentran 
diferencias estadísticamente significativas entre los 3 grupos. Sí que numéricamente hay 
diferencias en la SLP entre ellos con medianas de 12 meses para las 21 pacientes 
tratadas con el esquema cleopatra, 29 meses para las 12 pacientes que reciben otro 
tratamiento anti-HER2 y 20 meses para 6 pacientes las que no recibieron tratamiento 
anti-HER2 en primera línea. Las 6 pacientes que no recibieron tratamiento anti-HER2 so 
pacientes que en la primera línea habían recibido QT, hormonoterapia o inhibidor de 
ciclinas con fenotipo luminal B HER2 negativo. Es importante tener en consideración el 
escaso número de pacientes asignadas a cada grupo, además de los posibles sesgos 
asociados a la muestra. El beneficio de los tratamientos es mayor en primera línea 
cuando aún no se han generado resistencias secundarias. Adicionalmente, es posible 
que exista un sesgo de selección de las pacientes incluidas tratadas con trastuzumab con 
anterioridad a la aprobación de pertuzumab y que, por haber sido respondedoras 
excepcionales, hayan podido mantener una mayor sensibilidad a tratamientos 
posteriores y alcanzar una mayor supervivencia que ha permitido su inclusión en el 
estudio.  
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El análisis de supervivencia en segunda línea como en el caso de la primera línea se 
encuentra influenciado por la heterogeneidad de los tratamientos recibidos por las 
pacientes. Si tenemos en cuenta todos los tratamientos, la mediana de tiempo a la 
progresión fue de 7.5 meses con un rango de 0.7 a 41 meses. El tratamiento anti-HER2 
más utilizado fue T-DM1 en un 54%, ya que se corresponde con el tratamiento estándar 
en segunda línea en el momento en que la mayoría de las pacientes recibieron 
tratamiento. Para estas pacientes, la mediana de SLP fue de 7.1 meses que es menor a 
la reportada en el EC EMILIA que fue de 9.9 meses. Entre otros factores, es posible que 
puedan influenciar estos resultados las diferencias con la población del EC EMILIA donde 
la mayoría de las pacientes no habían recibido pertuzumab previamente a recibir 
tratamiento con T-DM1, mientras que una  gran proporción de las pacientes incluidas 
en este proyecto habían recibido doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab en 
primera línea.25 Si valoramos las pacientes tratadas con T-DM1 en el EC DESTINY-
Breast03, la mediana de SLP fue de 6.8 meses y un 60%, habían recibido previamente 
pertuzumab.28 Esta mediana es muy similar a la alcanzada en las pacientes incluidas en 
nuestro estudio.  La mediana de SLP para las pacientes que recibieron otros 
tratamientos anti-HER2 fue de 8 meses, similar a la obtenida con T-DM1. Hay que tener 
en consideración que algunas pacientes habían recibido con mayor frecuencia 
combinaciones de trastuzumab y QT a nivel asistencial, pero también otros ADCs como 
T-DXd y trastuzumab duocarmacina, cada uno en una paciente respectivamente en el 
contexto de ensayo clínico. Con la definición de resistencia clínica primaria establecida 
para detectar posibles resistencias primarias a tratamiento anti-HER2 había un 10.3% de 
pacientes tratadas con T-DM1 en segunda línea que la cumplían. Es importante destacar 
que la muestra de pacientes representada en la segunda línea, no es representativa de 
la población de pacientes que inician tratamiento en la actualidad. Como se ha 
referenciado previamente, el tratamiento estándar actual en segunda línea para 
pacientes con CMM HER2 positivo es T-DXd. De las 35 pacientes de segunda línea 
exclusivamente una recibió tratamiento con T-DXd, alcanzando una SLP de 6.6 meses. 
Estos resultados son inesperados, ya que son muy inferiores a la mediana de SLP de 28,8 
meses reportada con T-DXd frente a T-DM1 en el ensayo DESTINYBreast03.323  
En el análisis exploratorio comparando T-DM1, con otros tratamientos anti-HER2 y con 
pacientes que no reciben tratamiento anti-HER2 en segunda línea, no se encuentran 
diferencias estadísticamente significativas en SLP entre los 3 grupos.  Las medianas son 
muy similares, de 7.1 meses para las 19 pacientes tratadas con T-DM1, 8 meses para las 
11 pacientes que siguen algún tratamiento anti-HER2 y 8 meses para las 5 pacientes que 
no recibieron tratamiento anti-HER2 en segunda línea. Estas medianas de SLP son 
inferiores a las observadas en primera línea, probablemente a causa de las resistencias 
adquiridas. 
 
En el análisis de supervivencia en la tercera línea, aún se pone de manifiesto una mayor 
diversidad en los tratamientos que reciben las pacientes. Considerando todos los 
tratamientos en conjunto recibidos por las pacientes, la mediana de tiempo a la 
progresión fue de 6.6 meses con un rango de 1 a 30.3 meses. Se aprecia como a medida 
que avanzan las líneas de tratamiento, la mediana de TTP va acortándose 
probablemente con relación a que los tratamientos que han demostrado mayor eficacia 
se van priorizando en las líneas previas y a que los tumores van adquiriendo nuevas 
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resistencias. El tratamiento anti-HER2 más utilizado en la tercera línea fue el 
trastuzumab en combinación con QT en un 35% de las pacientes con una mediana de 
SLP de 2.8 meses, excepto en una paciente que recibió tratamiento con hormonoterapia 
de mantenimiento alcanzando una mediana de 9.3 meses. Este resultado indica la 
necesidad de establecer nuevas estrategias terapéuticas para la mayoría de las 
pacientes que habían sido previamente tratadas con trastuzumab. Un 18% de pacientes 
fueron tratadas con TKIs incluyendo lapatinib, neratinib y tucatinib, con una SLP de 8.2 
meses. Este relativo aumento numérico en la SLP se debe analizar con cautela, ya que el 
número de pacientes tratadas en escaso, aunque podría reflejar como un cambio en el 
mecanismo de acción anti-HER2 podría suponer una potencial ventaja para superar 
resistencias adquiridas. Hay un 15% de pacientes tratadas con T-DM1 con una mediana 
de SLP de 4.1 meses. Estos resultados contrastan en el caso de T-DM1 con los obtenidos 
en el EC TH3RESA que comparó T-DM1 con el tratamiento de elección del investigador 
en pacientes que habían recibido al menos 2 tratamientos anti-HER2 alcanzando una 
mediana de PFS de 6.2 meses para T-DM1 y de 3.3 meses para el brazo control349. Es 
posible que los resultados en nuestra muestra se deban en parte al azar por el escaso 
número de pacientes incluidas. Adicionalmente, podría ser que influya la diferencia 
entre poblaciones incluyendo los tratamientos previos recibidos ya que las pacientes 
incluidas en el EC TH3RESA no habían sido tratadas previamente con pertuzumab. Otro 
15% de pacientes fue tratada con T-DXd con una mediana de SLP de 17 meses. Todas las 
pacientes tratadas con T-DXd en tercera línea lo habían hecho tras tratamiento previo 
con T-DM1. Así, los resultados obtenidos son comparables a los del EC DESTINY-Breast01 
en el que se trataron pacientes con T-DXd que hubieran progresado previamente a T-
DM1 o hubieran sido intolerantes. La mediana de SLP en el ensayo fue de 16.4 meses y 
es muy similar a la alcanzada por nuestra muestra de pacientes. Este hecho refleja que 
la población a pesar del escaso número de pacientes pueda ser similar a la del ensayo, 
teniendo en cuenta la participación en el ensayo de pacientes incluidas en el proyecto. 
Además, es probable que el tratamiento con trastuzumab deruxtecan, por su diferente 
mecanismo de acción con un alto perfil de eficacia, sea capaz de superar las resistencias 
adquiridas a los tratamientos previamente recibidos por las pacientes.27 Por último, 9% 
de las pacientes reciben taxano asociado a doble bloqueo con trastuzumab y 
pertuzumab con una SLP de 7.9 meses. Las pacientes que recibieron este esquema en 
tercera línea fue debido a que sus tumores habían sido previamente tratados como 
luminales HER2 negativos en las dos líneas previas de tratamiento y posteriormente 
habían cambiado su fenotipo a luminal HER2 positivo. Estas pacientes respondieron al 
tratamiento en la fase de inducción con taxanos y progresaron al inicio del 
mantenimiento con doble bloqueo y tratamiento hormonal. Probablemente refleja los 
mecanismos de resistencia hormonal adquiridos en líneas previas y una menor 
sensibilidad al tratamiento anti-HER2 que las pacientes que reciben el tratamiento en 
primera línea.  
En el análisis exploratorio comparativo de los tratamientos agrupados recibidos en 
tercera línea por las pacientes, se comparan T-DM1, con T-DXd, con otros tratamientos 
anti-HER2 y sin tratamiento anti-HER2. Exclusivamente se encuentran diferencias 
estadísticamente significativas en SLP entre los 4 grupos de tratamiento para T-DXd con 
una p 0.045. Es llamativo, como a pesar del escaso número de pacientes representadas 
en el grupo de trastuzumab deruxtecan, las diferencias numéricas son tan amplias que 
alcanzan significación estadística. Este hecho apoya la recomendación del uso de 
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trastuzumab deruxtecan en cualquier paciente que a partir de la segunda línea no lo 
hubiera recibido previamente.324 
 
El conjunto de los resultados obtenidos refleja el gran abanico de posibilidades de 
tratamiento de las pacientes gracias a todos los ensayos clínicos abiertos con nuevas 
terapias anti-HER2 en el hospital Vall d’Hebron, además de las opciones de tratamientos 
asistenciales aprobados. La mediana de supervivencia de 61 meses de todas las 
pacientes incluidas desde la primera línea es algo superior a la del EC Cleopatra que fue 
de 56.5 meses, a pesar de que la mediana de SLP ha sido menor a la esperada en las 
pacientes de nuestra cohorte que recibieron este tratamiento con doble bloqueo.321 
Todas estas opciones de tratamiento y la heterogeneidad de nuestra muestra de 
pacientes podrían explicar la SG encontrada. La mayoría de las pacientes incluidas en 
este estudio recibieron en algún momento fármacos en el contexto de ensayo clínico 
antes de su aprobación poniendo en valor la investigación clínica y el valor que puede 
aportar a las pacientes en el ámbito asistencial.  
 

6.2. GENES MÁS FRECUENTEMENTE ALTERADOS  
 

En la muestra de 39 pacientes, TP53 es el gen encontrado con más mutaciones 
patogénicas y probablemente patogénicas en al menos una muestra analizada. Se ha 
detectado en 35 pacientes que corresponde a un 90% de todas las pacientes. Esta 
mutación se ha identificado consistentemente en la mayoría de las pacientes que la 
presentan, de manera estable desde la primera muestra analizada independientemente 
de la línea en que fue extraída. Además, en casi todos los casos se ha mantenido 
detectable en todas las muestras analizadas de las pacientes que la presentan sugiriendo 
que podría tratarse de una mutación fundamental e impulsora de carcinogénesis. En 
este contexto, es conocida la asociación de las mutaciones germinales de TP53 con el 
síndrome de Li-Fraumeni y la incidencia de cáncer de mama HER2 positivo. En el caso de 
pacientes con mutaciones germinales de TP53 se ha evidenciado como la pérdida de su 
función se aprecia ya en estadios iniciales de la formación de tumores de alto grado con 
amplificación de ERBB2, sugiriendo la relación entre ambos genes y su papel como gen 
driver o impulsor.350 Ninguna de las pacientes incluidas en este proyecto ha sido 
diagnosticada de este síndrome, por lo que probablemente las mutaciones encontradas 
en este gen son somáticas. Por tanto, su papel en la carcinogénesis podría ser diferente 
al que se ha establecido en pacientes con mutaciones germinales. Respecto a la alta 
frecuencia de mutaciones encontradas en nuestras pacientes, es superior a la reportada 
en otras cohortes retrospectivas como la de Geneplus en que fue del 53.1% entre 1184 
pacientes testadas.351 Las diferencias encontradas pueden deberse entre otros factores 
a la diferencia en las técnicas utilizadas, a la clasificación de las variantes y a la diferencia 
entre las poblaciones de pacientes de las que proceden las muestras. En ambos casos se 
ha determinado la mutación en ctDNA, pero con secuenciación por captura selectiva en 
la cohorte de Geneplus y mediante NGS en nuestras pacientes. Es posible que 
adicionalmente pueda existir algún sesgo de selección por el menor número de 
pacientes incluidas. En la cohorte de pacientes antes referida, las pacientes con 
mutaciones en TP53 presentaban significativamente una menor SLP que las no 
mutadas.351 No es posible establecer la influencia de este gen en la resistencia a 
tratamiento anti-HER2 en nuestra muestra debido a su alta frecuencia y consistencia en 
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su detección a lo largo de las distintas líneas de las pacientes cuyos tumores presentan 
mutación.  
Las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas en PIK3CA han sido las 
segundas encontradas en frecuencia en 20 de las pacientes incluidas que suponen un 
51%. Es una incidencia mayor a la reportada en otras cohortes, como en una publicada 
recientemente de resultados genómicos obtenidos con Guardant360 como en nuestra 
muestra de pacientes. En las 42 pacientes incluidas con tumores HER2 positivos, la 
incidencia fue del 21% en la extracción basal.72 Del mismo modo que en el caso del gen 
TP53, es posible que la mayor frecuencia observada en nuestra muestra pueda ser 
debida a algún sesgo asociado a la selección de pacientes con muestras pareadas y al 
análisis genómico retrospectivo en la mayoría de los casos. Es posible que también 
pueda influir una diferente clasificación de las variables. En las pacientes que 
encontramos mutaciones en este gen, se detectan en la primera muestra analizada y se 
mantienen en la mayoría de los casos en los subsecuentes análisis a lo largo de las 
diferentes líneas de tratamiento. Este hecho sugiere que se trate de una mutación driver 
o impulsora que sea fundamental en el desarrollo y mantenimiento de los tumores que 
la presentan. Se trata de un gen que codifica una proteína fundamental en la vía de 
señalización PI3K/AKT a través del receptor HER2 y sus mutaciones pueden mantener la 
vía constitutivamente activada suponiendo un mecanismo de resistencia a terapias anti-
HER2.36,68 La influencia de las mutaciones de PIK3CA en la resistencia a tratamientos 
anti-HER2 ha sido estudiada tanto en el ámbito de la enfermedad temprana como 
metastásica. En un reciente metaanálisis que utiliza las bases TCGA-BRCA se estudia la 
relación de estas mutaciones con la eficacia de los tratamientos anti-HER2. Los 
resultados sugieren que estas mutaciones se asocian con una estadísticamente 
significativa menor tasa de respuesta, SLP y una tendencia a peor SG, aunque no fue 
significativa. Este metaanálisis sugiere que las mutaciones de PIK3CA pueden contribuir 
a la resistencia a anticuerpos y TKIs como trastuzumab, pertuzumab y lapatinib.352 Los 
resultados en cuanto a otras terapias como ADCs es más controvertido. En el ámbito 
neoadyuvante las pacientes con mutaciones de PIK3CA presentaron una menor 
probabilidad de respuesta completa patológica al tratamiento con T-DM1 y pertuzumab 
comparado con las que no la presentaban.294 Sin embargo, en pacientes con 
enfermedad avanzada la actividad de T-DM1 fue similar tanto en pacientes que 
presentaban la mutación como en las que estaba ausente.285 La detección de las 
mutaciones en PIK3CA tiene un valor adicional, ya que es una diana potencialmente 
accionable para su tratamiento específico con inhibidores PI3K, que es la proteína a la 
cual codifica y está constitutivamente activada en presencia de la mutación. Para las 
pacientes con tumores de mama HER2 negativos, esta mutación tiene asignado un 
ESCAT I, por haber terapias aprobadas como alpelisib que han demostrado un beneficio 
clínicamente significativo.342 En el caso del cáncer de mama HER2 los inhibidores de PI3K 
no han sido aprobados por las agencias reguladoras y se encuentran en investigación 
por lo que se podrían clasificar como ESCAT II. Algunas de las pacientes incluidas en este 
proyecto en las que se habían detectado mutaciones de PIK3CA en tejido en el programa 
de prescreening de VHIO por el panel Amplicon, fueron incluidas en el ensayo clínico B-
PRECISE-01. En este estudio de fase Ib se exploraba la combinación de MEN1611, un 
inhibidor selectivo de p110α de PI3K con trastuzumab y fulvestrant en pacientes con 
mutaciones de PIK3CA que habían progresado a trastuzumab.331 A medida que se van 
desarrollando nuevos inhibidores más específicos, la eficacia aumenta y la toxicidad 
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esperada es menor por lo que es una diana terapéutica prometedora para las pacientes 
con cánceres de mama HER2 positivo.  
En los análisis genómicos realizados en este proyecto no ha sido posible establecer la 
asociación entre las mutaciones en PIK3CA y la resistencia primaria o secundaria a las 
distintas terapias anti-HER2 probablemente por las limitaciones del mismo. En un 
estudio prospectivo, con una muestra homogénea y un mayor número de pacientes 
incluidas, sería más probable encontrar posibles resistencias específicas derivadas de las 
mutaciones en este gen. 
Los siguientes genes encontrados con más frecuencia de mutaciones patogénicas y 
probablemente patogénicas han sido ESR1 y ARID1A en 6 pacientes que suponen un 
15%. La frecuencia de mutaciones encontradas en ARID1A contrasta con el 20%  
reportado en una cohorte más específica de pacientes con cáncer de mama HER2 
positivo no luminal.353 El gen ARID1A codifica una proteína que forma parte del complejo 
SWI/SNF, el cual está involucrado en la remodelación de la cromatina y la regulación de 
la expresión génica. La pérdida de función de ARID1A, debido a mutaciones o 
alteraciones epigenéticas, se ha asociado resistencia a tratamientos hormonales y de 
quimioterapia. Las alteraciones en este gen se han asociado además con resistencia a 
tratamiento anti-HER2 como trastuzumab mediante la activación de la vía 
PI3K/AKT/mTOR entre otros posibles mecanismos.177  
Las mutaciones en el gen ESR1 se han descrito como mecanismo de resistencia 
hormonal característico de pacientes con tumores luminales HER2 negativo.73 En una 
publicación reciente, que reporta resultados genómicos con Guardant360 en plasma de 
una cohorte de pacientes con cáncer que incluye pacientes HER2 positivas, la frecuencia 
reportada entre 42 pacientes de las cuales solamente 13 tenían extracciones seriadas 
de ctDNA fue del 5%. La diferencia se puede deber a las características de las 
poblaciones. Hay pacientes en nuestra serie con mutación en ESR1 cuyos tumores 
habían sido inicialmente de fenotipo luminal HER2 negativo. Sin embargo, hay otras 
pacientes que presentan mutación cuyos tumores han sido de fenotipo luminal B HER2 
positivo desde el inicio. 72 La identificación de esta mutación tiene interés, ya que puede 
condicionar la respuesta a tratamiento endocrino y como se ha mencionado 
previamente, es potencialmente accionable. De hecho, se está explorando la 
incorporación de terapias específicas como por ejemplo giredestrant en combinación 
con anti-HER2 para valorar su eficacia en tumores HER2 positivos, aunque no existe una 
selección por la presencia de mutación en ESR1.354 
 
Respecto a las alteraciones genómicas más frecuentemente encontradas en variación 
de número de copias ha sido la amplificación de ERBB2 en 34 pacientes, que supone el 
87% del total. A pesar de que nos encontramos ante una cohorte de pacientes tratadas 
con terapias anti-HER2 por haber sido diagnosticadas de cáncer de mama con fenotipo 
tumoral HER2 positivo, hay un 13% de pacientes en las que no se ha encontrado la 
amplificación en ninguna de las muestras analizadas. Se han comentado previamente 
posibles explicaciones, como heterogeneidad tumoral, pérdida de expresión de HER2 
como mecanismo de resistencia, aspectos relacionados con las técnicas de detección de 
la amplificación por NGS entre otros. La frecuencia de mutaciones encontradas en la 
cohorte previamente mencionada de pacientes con cáncer de mama HER2 positivo no 
luminal fue de 77.8%, que es algo inferior a la evidenciada en nuestra muestra.353 
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El segundo gen en frecuencia en el que se han encontrado amplificaciones es CDK12 en 
12 pacientes que supone un 31% del total. Este gen codifica a la ciclina dependiente de 
quinasa 12 que desempeña funciones de regulación transcripcional y postranscripcional 
del ADN celular. El gen CDK12 se sitúa en cromosoma 17 como ERBB2 pudiendo 
encontrarse coamplificado en cánceres de mama HER2 positivos.142 Las amplificaciones 
de CDK12 se han relacionado con resistencia a trastuzumab y lapatinib por activar las 

vías PI3K/AKT y Wnt/-catenina que favorece a transición epitelio mesénquima. 143,145 
En la cohorte de pacientes con tumores HER2 positivos no luminales, se encontró la 
amplificación en 42% de las pacientes, pudiendo nuevamente haber influido en la 
diferencia que se trata de una cohorte más específica.353 
 
Las amplificaciones en los genes CCND1 y MYC se han encontrado en 16 pacientes cada 
una, suponiendo un 41%. El gen CCND1 codifica la proteína ciclina D1, que es esencial 
en la regulación del ciclo celular. Esta proteína actúa como subunidad reguladora en 
complejos que forma con las quinasas dependientes de ciclina (CDK4 y CDK6), facilitando 
la transición de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. Un estudio que valoró la 
amplificación por PCR encontró la amplificación en un 32% de los casos analizados que 
es algo inferior a la frecuencia observada en nuestra muestra. La amplificación de CCND1 
se encontraba con mayor frecuencia en las pacientes que además presentaban 
positividad de receptores hormonales. Esta amplificación, podría tener implicación 
como mecanismo de resistencia en cáncer de mama luminal HER2 negativo, aunque no 
se pudo demostrar que impactara en la SLP de las pacientes HER2 positivas tratadas con 
trastuzumab.355  
El gen MYC es un oncogén conocido por su implicación en la proliferación, diferenciación 
celular y apoptosis, cuya amplificación puede contribuir a la progresión tumoral. Hay 
otras series que reportan una frecuencia de 11% que es menor a la encontrada en 
nuestra muestra. En una serie, el método de detección fue por qPCR y FISH que podría 
influir en la diferencia de resultados.356 En el otro estudio la determinación fue por NGS, 
aunque es la serie previamente mencionada que incluyó pacientes con tumores HER2 
positivos no luminales, que podría impactar en las diferencias encontardas.353 
Adicionalmente, se ha relacionado la amplificación de MYC con una mayor probabilidad 
de progresión a trastuzumab y peor supervivencia en las pacientes que presentaban la 
amplificación. Por tanto, es probable que la presencia o emergencia de la amplificación 
podría contribuir a la resistencia a tratamientos anti-HER2.356  
Se ha encontrado amplificaciones con menor frecuencia en otros genes como PIK3CA en 
un 36% de pacientes, cuyas mutaciones se han estudiado ampliamente como 
mecanismo de resistencia a trastuzumab y otras terapias anti-HER2.352 Sin embargo, la 
contribución de las amplificaciones de PIK3CA como mecanismo de resistencia, no está 
definido, aunque podrían contribuir dado su potencial impacto en la hiperactivación de 
vía de señalización de HER2 mediante PI3K/AKT. 
Las alteraciones genómicas más frecuentemente encontradas han sido las mutaciones 
de tipo VUS. Los genes más frecuentemente mutados son APC en un 36% de las 
pacientes, CDK12 en 31%, ATM, BRCA2 y EGFR en 28%, ERBB2 y PDGFRA en 23%, BRCA1 
y KIT en 21%, MET en 18% y ARID1A y NF1 en 15%. Asimismo, encontramos alteraciones 
con menor frecuencia en un número considerable de genes diferentes. Es destacable 
que las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas en APC y CDK12 se han 
encontrado con baja frecuencia relativamente en un 5% que corresponde a 2 pacientes 
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cada una. La implicación de las mutaciones patogénicas en estos genes con los 
mecanismos de resistencia anti-HER2 no se ha descrito, mientras que las amplificaciones 
de CDK12 sí se han relacionado como se ha mencionado previamente con la resistencia 
a trastuzumab y lapatinib. Hay otros genes en los que se han encontrado VUS como 
EGFR, PDGFRA, MET, ARID1A y NF1 cuya implicación en las vías de señalización mediante 
el receptor de HER2 son conocidas, así como su posible participación en la resistencia a 
terapias anti-HER2 anteriormente mencionadas. No obstante, el potencial papel de 
estas mutaciones como mecanismo de resistencia supone un desafío y se debe ir 
aclarando a medida que aumenta el conocimiento permitiendo su clasificación 
definitiva. 
 

6.3. DETERMINADAS ALTERACIONES GENÓMICAS PODRÁN CONFERIR RESISTENCIA 
PRIMARIA A DETERMINADOS TRATAMIENTOS 
 
Para testar la hipótesis de que determinadas mutaciones podrán conferir resistencia 
primaria al tratamiento se ha decidido establecer un criterio clínico para definirla. Para 
ello se han tenido varios factores en cuenta. En primer lugar, se han considerado las 
características que definen al cáncer de mama HER2 positivo y los tratamientos 
específicos disponibles para ella. Se trata de un tumor con un perfil de elevada 
agresividad conocido en ausencia de tratamiento específico, para el cual el desarrollo 
de tratamientos contra la amplificación de ERBB2 ha contribuido a aumentar la SLP y SG 
de las pacientes. Los tratamientos disponibles se han ido posicionando acorde a su 
eficacia demostrada en ensayos clínicos aleatorizados disminuyendo la mediana de SLP 
a medida que las pacientes van recibiendo líneas de tratamiento consecutivas. Según el 
tratamiento y la línea en el que lo reciba cada paciente también se puede esperar 
obtener resultados diferentes. Así, la SLP esperable para cada tratamiento puede ser 
variable dependiendo del momento en que se administra, además de por las 
características intrínsecas de los tumores y las pacientes. Aun así, nos guiamos en gran 
medida por la evidencia científica proveniente de los ensayos clínicos para las decisiones 
terapéuticas individualizadas.316 Otro factor importante que se ha tenido en 
consideración es la heterogeneidad de la muestra. Al tratarse de un análisis 
retrospectivo, aunque las pacientes hayan sido incluidas de manera prospectiva, hay 
variabilidad en los tratamientos recibidos, la línea en que se administran y en la 
valoración de la respuesta a los mismos. De hecho, al tratarse de una cohorte de 
pacientes tratada en un hospital universitario con acceso a ensayos clínicos hay también 
diferencia en la valoración de la eficacia a los tratamientos en las pacientes tratadas en 
este contexto o en el asistencial. En todos los casos, las pacientes han tenido una 
valoración de respuesta para un determinado tratamiento en un máximo de 120 días. 
Para la mayoría de los tratamientos anti-HER2, la mediana de SLP esperada se 
encontraría también se encontraría al menos cercana o superior a 120 días, aunque es 
esperable que sea progresivamente menor a medida que las pacientes estén más 
pretratadas. Además de definir este intervalo de 120 días, se ha decidido incluir la 
respuesta en el criterio de resistencia primaria. Así, consideramos que cualquier 
paciente que obtenga a un tratamiento anti-HER2 una progresión como mejor respuesta 
o si ha presentado una estabilización durante un tiempo < 120 días es probable que sea 
debido a alguna resistencia primaria que condicione este resultado.  
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Según este criterio, se han comparado los resultados genómicos de las muestras 
disponibles de tejido y plasma de las pacientes que cumplen criterios de resistencia 
primaria con los de las consideradas no resistentes. Se han comparado estadísticamente 
las variantes genómicas de tipo mutaciones (SNV) y alteraciones de número de copias 
(CNV) mediante el test exacto de Fisher para buscar una posible relación entre ellas y la 
resistencia primaria a cada tratamiento anti-HER2. 
Al ser el tratamiento más habitual en primera línea, se valora en primer lugar el esquema 
cleopatra con taxano asociado a doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab. En 
nuestra muestra de pacientes, no hemos encontrado ninguna que cumpla los criterios 
establecidos de resistencia primaria. Por este motivo, no se ha podido establecer una 
comparación estadística. Teniendo en consideración que para este esquema según el 
ensayo CLEOPATRA del que proviene la indicación, la SLP reportada fue de 18 meses y 
que únicamente un 3.8% de pacientes incluidas presentó progresión como mejor 
respuesta, es poco probable encontrar alguna paciente con criterios de resistencia 
primaria.23 En este esquema, el taxano asociado al doble bloqueo recibido por las 
pacientes durante al menos 3 meses contribuye a una alta tasa de respuestas con baja 
probabilidad de progresión durante este período inicial. Adicionalmente, el limitado 
tamaño muestral ha podido influir en este resultado. 
La resistencia primaria se ha valorado igualmente en el grupo de pacientes tratadas con 
trastuzumab y quimioterapia. Considerando la totalidad de tratamientos recibidos con 
este esquema, un 53% cumplía el criterio clínico establecido de resistencia primaria. Este 
criterio ha permitido identificar que una proporción importante de pacientes presentan 
progresión precoz sin beneficio clínico a estas combinaciones con diferentes 
quimioterapias. Adicionalmente, es importante considerar que la primera línea que 
reciben las pacientes con CMM HER2 positivo incluye trastuzumab asociado o no a 
pertuzumab. Como excepción, en caso de progresión precoz a la adyuvancia con 
trastuzumab, las pacientes reciben en primera línea tratamiento con un ADC. Así, en 
todos los tratamientos evaluados en este grupo, las pacientes habrían recibido 
trastuzumab previamente en el contexto de la primera línea. Por tanto, al aplicar los 
criterios de resistencia primaria, se identifica en realidad un grupo de pacientes que 
probablemente presentan una resistencia adquirida que condiciona una ausencia de 
beneficio al tratamiento. Al comparar las variantes genómicas de las pacientes que 
presentan criterios de resistencia con las consideradas no resistentes, no se ha 
encontrado ninguna diferencia estadística. Los mecanismos de resistencia a 
trastuzumab son muy diversos y por lo que podrían ser distintos en cada paciente. Es 
posible que un mayor tamaño muestral pudiera haber contribuido a definirlos. Estos 
resultados, apoyan el escaso beneficio que obtienen una importante proporción de 
pacientes con las combinaciones de trastuzumab y quimioterapia después de la primera 
línea de tratamiento. El desarrollo de nuevas terapias anti-HER2, está incrementando 
las opciones terapéuticas tras la progresión a trastuzumab con mejor balance 
terapéutico que mantener trastuzumab y combinarlo con distintos agentes 
quimioterápicos.316 
En el análisis de mecanismos de resistencia primaria a T-DM1 se han encontrado un 30% 
de pacientes que cumplían los criterios establecidos. A pesar de no ser un alto número 
de pacientes, al comparar las variantes genómicas entre estas pacientes y las 
consideradas como no resistentes, se han encontrado algunas diferencias 
estadísticamente significativas. Entre ellas, destaca que en 2 de las 4 pacientes con 
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resistencia primaria se han encontrado mutaciones probablemente patogénicas en 
PTEN, mientras que ninguna de las pacientes respondedoras tenía alteración. Las 
mutaciones de PTEN pueden se relativamente frecuentes en el cáncer de mama HER2 
positivo. Adicionalmente, mutaciones en este gen se han relacionado sobre todo con la 
resistencia a trastuzumab y a lapatinib por la influencia de la pérdida de la función 
reguladora de PTEN en la vía de señalización de PI3K/AKT.284 Sin embargo, no está claro 
que la presencia de estas mutaciones tenga un efecto relevante como mecanismo de 
resistencia a T-DM1. En los estudios pivotales, estas mutaciones no se asociaron con 
peor pronóstico en términos de SLP y SG.285,286 Tampoco se ha demostrado el impacto 
de las mutaciones de la vía en modelos preclínicos.280 Es importante considerar que en 
el mecanismo de acción de T-DM1, es probable que tenga más importancia el efecto 
citotóxico de DM1 que la inhibición de la vía por mediación de trastuzumab. Así, es 
posible que esta mutación pueda contribuir a la resistencia, aunque parece menos 
probable que constituya un mecanismo principal de resistencia primaria. Las 
mutaciones encontradas en el gen CDKN2A han resultado estadísticamente 
significativas, aunque solamente una de ellas es probablemente patogénica y la otra es 
una VUS.  A nivel clínico, no se han descrito las mutaciones en CDKN2A como mecanismo 
de resistencia, aunque en modelos de PDX resistentes a T-DM1 se identificó la pérdida 
de CDKN2A/B como una variante asociada a resistencia.357 Para las amplificaciones, se 
encuentra una diferencia estadísticamente significativa en el gen RAF1, encontrando 
esta variante en 2 de las 4 pacientes con criterios de resistencia primaria y en ninguna 
sin criterios. La amplificación en RAF1 no se ha relacionado expresamente con la 
resistencia a T-DM1, aunque se ha encontrado esta alteración en modelos de cáncer de 
mama resistentes a antraciclinas y taxanos.358 Adicionalmente, RAF1 podrían contribuir 
a la activación de vías alternativas a la de PI3K/AKT como RAS/RAF/MEK. Es posible por 
tanto que esta amplificación pudiera contribuir a la resistencia primaria encontrada en 
estas pacientes. En EBBB2, aunque no se han encontrado diferencias estadísticamente 
significativas, es destacable que en el 50% de las muestras de las pacientes resistentes 
estaba ausente frente al 6% de las no resistentes. Es conocido como la ausencia de la 
detección de HER2 y la heterogeneidad en la expresión del receptor son mecanismos de 
resistencia a este ADC.  Ambos tienen relación con las características de T-DM1, que 
debido a su enlace no escindible requiere que la entrada en la célula sea mediante la 
unión al receptor HER2 para poder posteriormente ser procesado en el interior de la 
célula para liberar su carga citotóxica.281,295  
 
Por tanto, para T-DM1 encontramos que la mutación probablemente patogénica en 
PTEN y la amplificación en RAF1 podrían contribuir a la resistencia primaria a este 
tratamiento. Adicionalmente, aunque no se encuentra significación estadística, hay 
relativamente más pacientes entre las que presentan resistencia primaria en las que no 
se encuentra amplificación de ERBB2. Sin embargo, es probable que estas alteraciones 
genómicas de manera aislada no sean suficientes para inducir la resistencia, dado el 
complejo mecanismo de acción de T-DM1 que no solamente depende de las vías de 
señalización de HER2, sino también de la activación de su carga citotóxica en el interior 
de la célula tumoral.359 
 
Para valorar la resistencia primaria entre las pacientes tratadas con TDXd, únicamente 
encontramos 2 (8%) tratamientos que han sido clasificados como resistentes con los 
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criterios establecidos. No se ha encontrado ninguna alteración genómica 
estadísticamente diferente entre las pacientes respondedoras y no respondedoras 
sugestiva de contribuir a la resistencia. En el tratamiento de pacientes con cáncer de 
mama HER2 positivo metastásico, TDXd es la terapia anti-HER2 que ha demostrado un 
mayor beneficio.316 En nuestra muestra de pacientes, había un número significativo de 
pacientes tratadas con TDXd en el contexto de un ensayo clínico o mediante uso 
compasivo, ya que aún no estaba aprobado en el momento en que lo recibieron. La 
notable eficacia de este ADC que contiene como carga citotóxica un potente inhibidor 
de topoisomerasa I con un mecanismo de acción diferente a los agentes quimioterápicos 
más frecuentemente utilizados, seguramente ha contribuido a los resultados obtenidos. 
Entre los mecanismos descritos por otros grupos relacionados con alteraciones 
genómicas para TDXd se encuentra la mutación del gen SLX4 que codifica una proteína 
de reparación del ADN que regula endonucleasas específicas que podría influir en la 
resistencia a la inhibición de topoisomerasa I. Es probable que las mutaciones en TOP1 
que se han encontrado como mecanismo de resistencia con otros ACDs con inhibidores 
de topisomerasa, puedan también estar presentes para TDXd, aunque aún no ha sido 
confirmado.309 Tampoco se han identificado por el momento otras mutaciones 
somáticas o alteraciones en número de copias en genes diferentes a ERBB2 relacionados 
con resistencia a tratamiento.309 
 
En las pacientes tratadas con SYD985 hay 5 (50%) cuyos tratamientos han sido 
clasificados como con criterios de resistencia primaria de las cuales se dispone de 3 
muestras para analizar. No se han observado diferencias al comparar las alteraciones 
genómicas encontradas en las pacientes con criterios de resistencia con las que no los 
cumplían. Todas las pacientes recibieron el tratamiento en el contexto de ensayo clínico, 
ya que este ADC no ha sido aprobado. En su estructura contiene a trastuzumab como 
anticuerpo anti-HER2, por lo que aunque no se han descrito mecanismos de resistencia 
específicos para este ADC, podría compartir los de trastuzumab. Su carga citotóxica en 
un alquilante de ADN por la que las mutaciones en genes relacionados con la reparación 
del ADN podría tener alguna relación con mecanismos de resistencia. 
SYD985, al igual que otros ADCs anti-HER2, posee una estructura y mecanismo de acción 
complejos. Como para otros ADCs anti-HER2, dada la complejidad en su mecanismo de 
acción, es probable que el estudio de las alteraciones genómicas mediante técnicas de 
NGS sea insuficiente para definir sus mecanismos de resistencia. De hecho, para este 
ADC, aunque hay modelos de PDX resistentes aún están por definir sus mecanismos 
específicos. 
 
Los mecanismos de resistencia de los ADCs son extremadamente complejos como sus 
mecanismos de acción. Limitar su estudio a explorar únicamente el perfil genómico 
seguramente es insuficiente para definirlos. Es fundamental considerar que cualquier 
alteración en el procesamiento del ADC desde el microambiente tumoral, su unión al 
receptor, internalización, liberación de la carga citotóxica y efecto citotóxico, podría 
afectar la resistencia. 359 En este sentido, es útil integrar en los ensayos clínicos el estudio 
de estos mecanismos de resistencia valorando una mayor variedad de aspectos que 
puedan condicionar estas resistencias. En el ensayo de fase II DAISY con trastuzumab 
deruxtecan se valoraron cohortes de pacientes con distinta expresión de HER2, se 
tomaron biopsias antes del inicio y a la progresión del tratamiento. Como en nuestro 
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estudio se analizaron las muestras mediante NGS y adicionalmente se valoraron otros 
aspectos como la distribución espacial en el tumor de la expresión de HER2 y su 
influencia en la internalización de T-DXd.309 Otros estudios como SOLTI TOT-HER3 trial 
analizan factores genéticos determinantes de sensibilidad a tratamiento con el ADC 
patritumab deruxtecan considerando no únicamente el análisis genómico mediante NGS 
con panel VHIO-300, sino también considerando el ambiente inmune evaluando celTIL 
score y expresión génica mediante el estudio de mRNA.360 

 
Respecto a la familia de TKi, las pacientes se encontraron 11 (42%) tratamientos 
clasificados como resistentes, de los cuales hay 8 (47%) muestras disponibles que 
cumplen criterios de resistencia primaria. Para este tratamiento no se ha encontrado  
ninguna variante estadísticamente significativa entre las pacientes respondedoras y no 
respondedoras sugestiva de contribuir a la resistencia. Las resistencias a los TKIs se han 
definido sobre todo para lapatinib y neratinib, mientras que las de tucatinib son menos 
conocidas. No obstante, los 3 inhibidores comparten mecanismos de resistencia entre 
sí que tienen relación en gran parte con la activación de las vías de señalización 
alternativas y mutaciones de resistencia que disminuyen la afinidad por el 
receptor.227,265,277 Los mecanismos de resistencia para los TKI son complejos y muy 
diversos, al igual que para las otras terapias anti-HER2 analizadas.  
 
No se han identificado alteraciones genómicas para todos los tratamientos anti-HER2 
evaluados que nos permitan validar la hipótesis de que determinadas alteraciones 
genómicas podrán conferir resistencia primaria a determinados tratamientos. Sin 
embargo, se han encontrado alteraciones estadísticamente significativas 
potencialmente relacionadas con resistencia primaria a un tratamiento anti-HER2 son la 
mutación probablemente patogénica en PTEN y la amplificación de RAF1, 
específicamente para T-DM1. Para el resto de tratamientos no se ha encontrado 
ninguna variable estadísticamente significativa sugestiva de contribuir a la resistencia 
primaria. Es importante tener en consideración limitaciones del estudio que han podido 
contribuir a estos resultados como el limitado número de muestras analizadas, sobre 
todo de pacientes con criterios de resistencia primaria a cada tratamiento entre otras. 
Otros aspectos a considerar son la heterogeneidad de la población y las diferentes líneas 
en que las pacientes han podido recibir un mismo esquema de tratamiento. 
En el estudio de resistencias primarias el estudio exclusivo a nivel genómico refleja una 
visión parcial considerando la complejidad de los mecanismos de acción de las terapias 
anti-HER2. Sería fundamental incorporar otras estrategias complementarias para su 
estudio, incluyendo estudios de expresión génica a nivel de ARN y proteómica, estudios 
de metilación, interacción con el microambiente tumoral y la respuesta inmune, entre 
otros aspectos, aunque estos análisis quedan fuera del espectro de esta tesis doctoral.  
 

6.4. DETERMINADAS ALTERACIONES GENÓMICAS ADQUIRIDAS PODRÁN CONFERIR 
RESISTENCIA ADQUIRIDA A DETERMINADOS TRATAMIENTOS 
 

Para testar la hipótesis de que determinadas mutaciones adquiridas podrán conferir 
resistencia adquirida o secundaria a terapias anti-HER2, se han valorado las pacientes 
de las que se disponen de resultados de genómicos antes y después de un determinado 
tratamiento en al menos una muestra. Se consideran todas las muestras disponibles de 
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todas las pacientes tanto de tejido como de plasma. Dado que el número de muestras 
de plasma analizadas y disponibles por pacientes es mayor que el de tejido, para que la 
comparación de los resultados sea más fiable, se valoran los genes en los que hay 
solapamiento entre panel VHIO-300 y panel Guardant360 VHIO. Así, es factible valorar 
las posibles alteraciones genómicas que pudieran emerger y potencialmente conferir 
resistencia al tratamiento.  
En los análisis estadísticos no se ha encontrado ninguna alteración que sea significativa 
y sugestiva de ser responsable de resistencia secundaria en todos los tratamientos anti-
HER2 valorados.  
Tanto para el tratamiento con doble bloqueo con trastuzumab y pertuzumab, como para 
las combinaciones con trastuzumab, no se ha encontrado ninguna alteración genómica 
emergente significativa en el conjunto de las pacientes y tratamientos valorados. La 
combinación de Trastuzumab con quimioterapia ha sido el tratamiento que más 
pacientes han recibido, ya que es frecuente que trastuzumab se administre en 
combinación con distintas quimioterapias tras la progresión en primera línea. Una 
importante proporción de pacientes ha mostrado una TTP < 4 meses, posiblemente 
porque ya habían adquirido resistencias al haberlo recibido asociado a pertuzumab en 
primera línea y en líneas sucesivas.  
Estudiando cada caso en particular es posible encontrar mutaciones patogénicas 
emergentes en genes implicados en las vías de señalización de HER2 como AKT1 o NF1, 
aunque su implicación aislada como mecanismo de resistencia adquirida es 
cuestionable.68 
 
Al valorar la posible emergencia de resistencias secundarias a tratamiento con los 
distintos ADCs testados, tampoco hay ninguna alteración genómica emergente 
significativa. Al valorar las variantes emergentes de forma individual hay casos en los 
tras tratamiento con T-DM1 o T-DXd, se encuentra pérdida de la amplificación de ERBB2 
que es un mecanismo conocido de resistencia a ambos.281,309 En algún caso, se 
encuentra discordancia en la amplificación de ERBB2 en muestras pareadas de tejido y 
plasma obtenidas a la progresión, pudiendo reflejar heterogeneidad de expresión que 
es otro mecanismo conocido de resistencia a los ADCs anti-HER2.295,309 No obstante, no 
es posible confirmar la posible implicación de estos hallazgos en la resistencia 
secundaria de nuestras pacientes. Para SYD985, no se ha encontrado ninguna alteración 
sugestiva de contribuir a la resistencia por algún mecanismo previamente descrito, ya 
que por el momento no se han documentado mecanismos de resistencia específicos.315 
Por último, al valorar los posibles mecanismos de resistencia secundaria a TKIs 
comparando las muestras disponibles de plasma y tejido antes y después de este 
tratamiento no se encuentra ninguna diferencia estadísticamente significativa. 
Valorando de manera individualizada las alteraciones emergentes tras este tratamiento, 
se detectan algunas que han sido descritas previamente como mecanismos de 
resistencia. Se detectan mutaciones patogénicas en genes implicados en las vías de 
señalización HER2, como ERBB2 o MAPK1.67 Tampoco es posible confirmar la posible 
contribución de estas alteraciones como mecanismo de resistencia adquirida en nuestra 
muestra de pacientes. 
 
Para esta hipótesis, no se demuestra estadísticamente la relación de alteraciones 
genómicas específicas emergentes a la progresión de las distintas terapias anti-HER2 y 
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su implicación en la resistencia adquirida. Para interpretar estos resultados es 
importante considerar algunas limitaciones del estudio, como la heterogeneidad en la 
muestra. Adicionalmente ha podido contribuir que el número de pacientes de las que 
se dispone de resultados genómicos antes y después de cada tratamiento ha sido en 
general limitado, dificultando la posibilidad de encontrar diferencias significativas. Los 
mecanismos de resistencia asociados a cada tratamiento pueden ser diversos y 
diferentes en cada paciente, siendo otro factor adicional que dificulta el estudio 
estadístico. Por lo tanto, al igual que en el estudio de las resistencias primarias, la 
heterogeneidad en los tratamientos anti-HER2 recibidos por las pacientes, la línea en la 
que los reciben y la diferencia en número de líneas son factores que dificultan el análisis 
e interpretación de los resultados.  
Es importante considerar, como se ha comentado previamente, que los mecanismos de 
acción de los ADCs son complejos y es probable que el análisis exclusivo del nivel 
genómico sea insuficiente para evaluar sus mecanismos de resistencia. Por lo tanto, no 
se ha evaluado la contribución de otros factores potencialmente implicados en las 
resistencias como el microambiente tumoral, internalización celular, procesamiento 
intracelular, liberación, acción de la carga citotóxica y bystander effect entre otros. Por 
lo tanto, nos encontramos nuevamente con la limitación de contar únicamente con una 
perspectiva parcial. Al igual que para el estudio de las resistencias primarias, para un 
análisis más integral de estos mecanismos de resistencia adquiridos sería necesario 
considerar otros aspectos además del análisis exclusivo de las alteraciones a nivel 
genómico. Así, otros biomarcadores a evaluar mediante técnicas diferentes serían la 
expresión de ARNm, la epigenética, la proteómica y considerar otros factores como el 
microambiente tumoral y la respuesta inmune. Sin embargo, estos análisis no están 
incluidos en el alcance de esta tesis doctoral. 
 

6.5. LAS ALTERACIONES GENÓMICAS DEL ADN SERÁN CONCORDANTES ENTRE EL TEJIDO 
TUMORAL Y EL ctDNA EXTRAÍDOS EN UN MISMO TIEMPO  
 

Para testar esta hipótesis se ha valorado el solapamiento de genes concordantes entre 
las técnicas de análisis genómico mediante secuenciación de nueva generación (NGS) 
disponibles en VHIO para muestras de tejido con panel VHIO-300 y de plasma con panel 
Guardant660 VHIO. Se dispone de 81 muestras analizadas que constituyen 42 pares de 
muestras, ya que en algunos casos se disponía de más de una muestra de tejido 
sincrónica de distintas localizaciones tumorales en la misma paciente. En la gran mayoría 
de casos, se dispone de una única muestra de tejido y plasma extraídas en un mismo 
momento. Las muestras, han sido obtenidas en diferentes líneas de tratamiento anti-
HER2 encontrando el máximo número de 20 muestras analizadas en pacientes 
pendientes de iniciar la primera línea (pre1L). Se debe probablemente al relativo 
elevado número de pacientes que se han incluido con enfermedad metastásica de debut 
que no había sido previamente intervenida, por la accesibilidad de la enfermedad local 
para las biopsias de tejido. Adicionalmente, influye la necesidad asistencial de confirmar 
las características de la enfermedad antes de iniciar una primera línea para enfermedad 
metastásica. En el estudio AURORA, al comparar las muestras disponibles de tumores 
primarios con las de lesiones metastásicas de las mismas pacientes, hubo cambios de 
subtipo intrínseco en un 36%, incluyendo casos como en nuestra muestra de subtipos 
luminales a HER2 enriquecido.63 El rango de líneas en el que se han analizado las 



 
 

 204 

muestras, oscila desde pre1L llegando incluso hasta 11L. A medida que avanzamos en el 
número de líneas previas recibidas por las pacientes antes de las biopsias y sobre todo 
a partir de la 6L, hay un menor número de muestras analizadas. Es probable también la 
influencia de la menor proporción de pacientes supervivientes a medida que avanzan 
las líneas de tratamiento. La disponibilidad de biopsias de tejido en líneas avanzadas de 
tratamiento es probablemente debida al interés clínico en valorar posibles cambios en 
el tumor que puedan guiar las decisiones terapéuticas de las futuras líneas de 
tratamiento. En algunos casos, las biopsias pueden ser necesarias para la inclusión en 
ensayos clínicos que requieran la confirmación central del estatus de HER2. En otros 
casos, incluso pueden ser utilizadas para la determinación adicional de alguna mutación 
que pueda establecer el potencial beneficio clínico de una diana terapéutica, como 
PIK3CA. A pesar de la heterogeneidad en las líneas en las que se han obtenido las 
muestras, no debería impactar en la fiabilidad de los resultados. Es importante 
considerar que se trata de muestras recogidas simultáneamente antes del inicio de la 
línea de tratamiento, por lo cual, la contemporaneidad permite que sean comparables 
independientemente de la línea en la que fueron obtenidas. 
Otro aspecto para considerar son las diferencias entre los paneles que se han utilizado 
para analizar las muestras. La mayoría de las muestras de tejido incluidas para este 
proyecto han sido analizadas retrospectivamente con el panel VHIO-300 y son las que 
se han considerado para el análisis de concordancia. Hay 12 muestras que fueron 
analizadas mediante el panel Amplicon VHIO en el momento en que fueron obtenidas 
en el programa de prescreening VHIO, con la intención de detectar alguna mutación 
accionable que pudiera ser tributaria de tratamiento dentro de ensayo clínico. De ellas, 
hay 5 que ha sido posible analizar de nuevo con panel VHIO-300, mientras que en los 7 
restantes, no había tejido suficiente para ello. Las muestras de tejido de las que 
exclusivamente se disponía de resultados del panel Amplicon se han excluido del análisis 
de muestras pareadas. El motivo principal es que no disponemos de datos crudos de 
secuenciación como los que se obtienen en la actualidad con la NGS. Las muestras de 
plasma han sido todas analizadas retrospectivamente con el panel Guardant360 VHIO. 
Es también destacable la diferencia en el número de genes en los que cada panel tiene 
la capacidad de encontrar alteraciones. La tecnología del panel Amplicon, estaba 
limitada a la secuenciación de 62 genes, mientras que con panel VHIO-300 se ha llegado 
hasta el momento, en las últimas muestras analizadas hasta 435 genes diferentes. Así, 
podemos apreciar como a lo largo de los últimos años, en un tiempo relativamente 
corto, las posibilidades de obtener información genómica de los tumores a partir de 
muestras de tejido han ido creciendo exponencialmente acompañando a la innovación 
tecnológica. Es igualmente destacable, el avance en la secuenciación del ADN tumoral a 
partir de muestras de plasma en las que se pueda aislar ADN tumoral circulante (ctDNA), 
mediante paneles como Guardant360 VHIO. En las muestras de plasma se han analizado 
los 74 genes que permite el panel para mutaciones (SNV), 18 para alteraciones de 
número de copias (CNV) y 14 para fusiones. Para los análisis de solapamiento 
únicamente se han considerado los genes que coinciden en el panel VHIO-300 y 
Guardant. Para la valoración de las mutaciones, no se tienen en consideración 348 genes 
que se analizan exclusivamente por panel VHIO-300 y 1 gen exclusivo de Guardant360 
VHIO. Para la valoración de CNV, la diferencia es aún mayor ya que el panel VHIO-300 
las determina en todos los genes disponibles y Guardant360 en únicamente 18 genes. 
Es probable que, con el tiempo, a medida de avance la tecnología de secuenciación en 
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plasma, se amplíen los genes que es posible detectar en el panel Guardant360. No 
obstante, a pesar de la importante diferencia en el número de genes y alteraciones 
detectadas por cada panel, es importante considerar que ambos incluyen los genes más 
frecuentemente asociados al cáncer de mama. Otro aspecto fundamental es que ambos 
incluyen los genes que son potencialmente accionables según la clasificación ESCAT de 
ESMO.342 
En las biopsias líquidas, es importante considerar otros aspectos de su análisis genómico 
que las diferencian de las biopsias de tejido. Es posible que pueda haber una variabilidad 
en la capacidad de los tumores para liberar ctDNA, pudiendo afectar a la detectabilidad 
y por tanto a los resultados. Por otro lado, es también posible que, en casos de 
heterogeneidad tumoral, la biopsia líquida pudiera reflejarla mejor que una de tejido al 
tener una representación más completa que la que obtenemos en una biopsia de tejido 
tumoral de una única lesión. Es importante considerar adicionalmente las diferencias 
técnicas entre ambos paneles que puedan influir en los resultados obtenidos. 
Es destacable como al considerar todas las alteraciones genómicas detectadas, en todas 
las muestras al menos se ha encontrado una alteración, habiendo muestras en las que 
incluso se ha llegado a 62. Se encuentra que hay gran variabilidad entre los resultados, 
la media y mediana son similares de 17.12 y 16 respectivamente con una DE de 13. Estas 
diferencias indican la heterogeneidad que podemos encontrar en el perfil mutacional 
dentro del cáncer de mama HER2 positivo metastásico entre distintos tumores y a 
medida que son sometidos a distintos tratamientos anti-HER2. 
Al valorar la concordancia entre las SNV compatibles con variables de significado incierto 
(VUS), en todas las muestras la media ha sido de 6.99, la mediana de 6 con una DE de 
7.02. El rango de alteraciones encontradas se encuentra entre 0 y 42. Para las VUS se 
encuentra una importante variabilidad que puede estar relacionada con la 
heterogeneidad de los tumores, tratamientos y las líneas en que fueron recibidos por 
las pacientes.  
En las muestras pareadas de tejido y plasma se han encontrado una media de 2.57 
mutaciones patogénicas o probablemente patogénicas, con una mediana de 2 y una 
desviación estándar (DE) de 1.94. El rango de alteraciones encontradas se encuentra 
entre 0 y 10. Estos datos sugieren que en la mayoría de las muestras se han encontrado 
unas 2 mutaciones, aunque hay una variabilidad considerable ya que hay muestras que 
presentan un número significativamente mayor de alteraciones. No obstante, hay una 
menor heterogeneidad y variabilidad que la encontrada con las VUS. 
De los 42 pares de muestras analizados, hay concordancia en 32 que supone el 76% con 
una media de 78% de genes con mutaciones compartidas. En cuanto al porcentaje de 
solapamiento de alteraciones encontradas por cada par de las 32 muestras que lo 
presentan, ha variado desde el 100% en 19 muestras al 20% en 1 muestra. Es por tanto 
una concordancia muy superior a la encontrada en las VUS. En todas las líneas en que 
hay más de un par de muestras analizadas hay al menos un par que comparte la 
detección de mutaciones. Respecto a la media de las mutaciones compartidas en genes 
por línea de tratamiento en la que se obtuvieron las muestras es elevada, encontrándose 
entre el 51% y 89%. Al igual que en el caso de las VUS, no se encuentra una correlación 
entre las líneas de tratamiento en que se recogieron las muestras y la probabilidad de 
encontrar muestras en las que se detecten mutaciones patogénicas o probablemente 
patogénicas en los mismos genes por ambos paneles.  
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Los genes compartidos con mayor frecuencia han sido TP53 en 25 pares de muestras y 
el gen PIK3CA en 16 pares de muestras. Ambos genes coinciden con los que se han 
encontrado mutados con mayor frecuencia en nuestra muestra de pacientes, siendo por 
tanto muy representativo del perfil de mutacional encontrado por ambas técnicas. Es 
también en estos genes donde se ha encontrado una frecuencia relativamente alta de 
mutaciones solo detectadas en tejido o en plasma, sobre todo en TP53 en número de 8 
y 5 respectivamente. El gen ESR1, cuya mutación emergente es conocida en el contexto 
de la hormonorresistencia de pacientes con tumores luminales HER2 negativos, se ha 
encontrado en 1 muestra pareada y en 3 de plasma, pero no en sus correspondientes 
pareadas de tejido.73 Asimismo, hay 3 muestras de plasma en las que se encuentran 
mutaciones de ERBB2 que no fueron detectadas en tejido. Tanto en el caso de las 
mutaciones encontradas en plasma en ESR1, como las de ERBB2, podrían estar en 
relación con mutaciones emergentes. Se podría explicar que exclusivamente se detecten 
en plasma, pero no se encuentren simultáneamente en tejido a causa de evolución 
clonal y heterogeneidad tumoral. De esta manera estas mutaciones podrían no estar 
presentes en todas las lesiones metastásicas y sí en plasma procedente de las lesiones 
en las que haya emergido la alteración. Este resultado apoya que la biopsia líquida en 
algunos casos pueda reflejar mejor el panorama mutacional de un tumor en un 
momento determinado, frente a la perspectiva más limitada de una biopsia obtenida de 
una única lesión metastásica. Esta heterogeneidad se evidencia en estudios de autopsias 
de pacientes con cáncer de mama donde se detecta una gran variabilidad en la expresión 
de HER2 entre lesiones metastásicas analizadas en una misma paciente.361 
Un aspecto interesante para tener en consideración es la capacidad de ambos paneles 
para detectar mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas en genes con 
potencial de ser dianas terapéuticas. Para valorar este aspecto, en base a la clasificación 
ESCAT propuesta por ESMO se ha valorado cada mutación encontrada en el contexto 
del cáncer de mama HER2 positivo metastásico.342 Así, como ejemplo de genes que se 
han clasificado como ESCAT I, es decir con un tratamiento aprobado para mutaciones 
patogénicas encontradas en ellos, se encuentra ESR1. No obstante, es importante 
aclarar que la indicación es en pacientes con cáncer de mama luminal HER2 negativo. 
Para este gen, la biopsia líquida hubiera permitido encontrar sus mutaciones en todos 
los casos, mientras que en tejido solamente en un 25%. Así que, en caso de haber 
analizado únicamente tejido, en un 75% de los casos se hubiera perdido el potencial 
terapéutico asociado a la detección de esta mutación. De manera similar, otras 
mutaciones potencialmente accionables serían las detectadas en BRCA1 también con 
indicación aprobada y clasificada como ESCAT I, aunque tampoco específicamente en el 
CMM HER2 positivo. Se ha detectado una única mutación en este gen en plasma y no en 
tejido. Sin embargo, para el gen BRCA2, también clasificado como ESCAT I, la 
identificación en tejido ha sido más eficiente que en plasma, ya que se detecta en 4 
muestras en tejido de las cuales en 2 se identifica además en la muestra pareada de 
plasma. Así, es posible que para la detección de mutaciones como las de BRCA1 y BRCA2 
pudiera influir que pueden ser germinales o somáticas. En el caso de las mutaciones 
germinales sería más probable encontrarlas en todas las lesiones metastásicas, pero que 
en plasma pudieran no detectarse en caso de tumores con baja liberación de ctDNA. 
Esta podría ser una potencial explicación para los casos en que las mutaciones 
patogénicas de BRCA2 que no se detectan en plasma, pero sí en tejido. La situación sería 
distinta en mutaciones somáticas que podrían ser emergentes durante la evolución del 
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tumor y no estar presentes en todas las lesiones tumorales. De esta manera se podría 
explicar la diferencia en la detección de la mutación únicamente en plasma y no en tejido 
en el gen BRCA1 correspondiente a una paciente en cuarta línea de tratamiento. Es 
importante considerar también que las diferencias técnicas entre ambos paneles 
puedan impactar en los resultados obtenidos. La fracción tumoral de la variante 
encontrada en plasma puede contribuir a sugerir si se trata de una mutación germinal 
con mayor probabilidad si se encuentra alrededor de 0.5 o si por el contrario es más baja 
sugiriendo que el origen de la mutación sea somático. 
El gen PIK3CA es también una potencial diana terapéutica que ha sido clasificado como 
ESCAT I para el cáncer de mama luminal HER2 negativo. Sin embargo, para el cáncer de 
mama HER2 positivo se debería considerar ESCAT II ya que las terapias contra este gen 
en este contexto se encuentran actualmente en fase de ensayo clínico. Se trata además 
de la mutación accionable detectada con mayor frecuencia en nuestra muestra de 
pacientes, hasta en un 51%. La concordancia en la detección de las mutaciones en este 
gen en las muestras pareadas ha sido amplia, ya que hay 16 pares de muestras 
concordantes. Únicamente en 2 muestras solo ha habido detección en plasma y en 1 
exclusivamente en tejido. Para la detección de PIK3CA, ambos métodos han sido capaces 
de captar la mayoría de las mutaciones simultáneamente. Las discordancias han sido 
poco frecuentes, aunque la biopsia líquida ha identificado más mutaciones totales que 
la de tejido. Así, para estas mutaciones ambos métodos parecen ser fiables. Otro gen 
que se podría clasificar como ESCAT II es PTEN, cuya frecuencia mutacional ha sido baja. 
Todas sus mutaciones han sido detectables en plasma, en 3 muestras, de las cuales 2 
también se encuentran en tejido, pero 1 de ellas fue indetectable por este método. Se 
trata de otro gen cuya detección en biopsia líquida ha sido más rentable que en tejido, 
posiblemente como en otros genes por tratarse potencialmente de una mutación 
emergente no presente en todas las lesiones metastásicas, aunque sí detectable en 
ctDNA.  
Las mutaciones en el gen ERBB2 son también potencialmente accionables para 
pacientes con tumores HER2 negativos. Sin embargo, en el caso de pacientes con 
tumores que además presentan amplificación de este gen, tienen indicación para recibir 
tratamientos con potencial beneficio, como los TKIs anti-HER2. La detección de ERBB2 
ha sido exclusiva de muestras de plasma y en ningún caso se ha encontrado en las 
muestras pareadas de tejido, lo que sugiere de nuevo que se pueda tratar de una 
mutación emergente. Un ejemplo de un gen clasificado como ESCAT III es ARID1A que 
se ha detectado en 5 muestras de plasma, de las cuales 3 eran pareadas con tejido. Sin 
embargo, no se ha encontrado de manera exclusiva en ninguna muestra de tejido. 
Considerando todas las mutaciones con potencial de tratamiento específico, la biopsia 
líquida ha presentado un nivel de detección mayor en la mayoría de los casos comparada 
con la de tejido.  
Nuestros datos son concordantes con un estudio similar que comparó la selección de 
tratamiento basado en el genotipado de tumores de mama metastásico mediante tejido 
o basado en muestras de plasma. Utilizaron una plataforma institucional de 91 genes 
para el análisis de tejido y Guardant360 para el de plasma. En las pacientes en que se 
hicieron ambos tests de forma pareada en el tiempo, se encontraron más mutaciones 
accionables en ctDNA que en tejido, como hemos encontrado en nuestra muestra. 
Respecto al tratamiento con una terapia específica, a diferencia de nuestro estudio, que 
al ser retrospectivo no se ha valorado, la recibieron más pacientes basándose en los 
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resultados de biopsia líquida (50%) que en los de tejido (36.8%).  Encontraron 
concordancia en ≥1 mutación por ambas técnicas en el 36.7% de las pacientes, mientras 
que en nuestro estudio la concordancia ha sido del 76% para las mutaciones patogénicas 
y probablemente patogénicas. Esta diferencia podría atribuirse a diferencias en las 
técnicas utilizadas, en las características de las muestras y pacientes, así como a una 
posible diferente clasificación de las variables encontradas. Es importante tener en 
consideración que, en la cohorte referida, había escasa representación de pacientes 
HER2 positivas. Se analizaron 22 muestras de plasma de las cuales 19 mostraron 
mutaciones de las que 12 eran accionables. Había 10 pacientes HER2 positivas en la 
cohorte de tejido, todas con mutaciones de las cuales únicamente una era accionable. 
Solamente hubo una paciente HER2 positiva con muestras pareadas de tejido y 
plasma.71  
Estos resultados apoyan la creciente incorporación de la determinación del perfil 
mutacional tumoral en plasma en comparación con tejido. En nuestro estudio, el análisis 
de las muestras de plasma al ser retrospectivo no ha influido en las decisiones 
terapéuticas de las pacientes. No obstante, el análisis prospectivo de algunas muestras 
de tejido dentro del proyecto de prescreening VHIO, permitió identificar pacientes con 
mutaciones de PIK3CA candidatas a ensayo clínico.  
 
De los 38 pares de muestras que presentan alteraciones de tipo VUS, encontramos 
solapamiento solamente en 8 de ellas que supone un 21% con una media de 34.98% de 
genes compartidos. Podemos considerar que la concordancia para las VUS entre tejido 
y plasma es relativamente baja.  
La concordancia en las VUS también es muy heterogénea considerando las líneas de 
tratamiento previamente recibidas y el número de muestras disponibles. La media 
máxima de genes compartidos es de 60% en 6L y la máxima proporción de muestras con 
genes compartidos en 3L con un 67% (2 muestras de 3). 
Los genes compartidos con mayor frecuencia han sido APC en 4 pares de muestras. En 
2 pares de muestras los genes PIK3CA, CDK12 y RB1. En 1 par de muestras ARID1A, CDK6, 
EGFR y NTRK1. Estos genes se encuentran entre los que sus VUS han sido identificadas 
con mayor frecuencia en todas las muestras pareadas analizadas independientemente 
de que se encontraran en ambas muestras o únicamente en tejido o en plasma. No 
obstante, si valoramos todas las VUS que han sido encontradas en un panel y no en el 
otro, son significativamente más numerosas en ambos paneles en comparación con las 
compartidas. Es destacable que se aprecian diferencias importantes no únicamente 
entre los genes encontrados con VUS, sino en la frecuencia de VUS encontradas por cada 
técnica. Así, por ejemplo se encuentra una VUS en ERBB2 en tejido, frente a 9 en plasma 
y se encuentran 6 VUS en NF1 en tejido y ninguna en plasma. En otros genes como 
ARID1A y CDK12 la frecuencia es similar. Sin embargo, a pesar de esta heterogeneidad, 
en tejido y plasma se encuentra un número similar de genes diferentes con VUS no 
detectados por la otra técnica en las correspondientes muestras pareadas, 30 genes en 
tejido frente a 28 en plasma.  
Para interpretar los resultados de las VUS, es importante considerar que no disponemos 
de suficiente información acerca de su efecto deletéreo o no sobre el gen en que se 
detectan. Aunque en el momento actual no sea conocido su posible impacto sobre la 
proteína que codifican, es posible que en el futuro se pudieran llegar a clasificar como 
benignas o patogénicas. Su estudio es por tanto fundamental para aclarar su papel y 
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posible contribución a la carcinogénesis y resistencia primaria o secundaria a las terapias 
anti-HER2. Dada la alta frecuencia y variabilidad de las VUS y que actualmente no 
contribuyen a decisiones terapéuticas, la baja concordancia obtenida entre los hallazgos 
de tejido y plasma no debería ser motivo para desestimar ninguna de las dos técnicas 
de NGS en favor de la otra. Probablemente es más bien un reflejo de la 
complementariedad de ambas. 
 
En la valoración de todas las alteraciones de tipo amplificaciones en genes que se 
solapan entre el panel VHIO-300 y Guardant360 VHIO encontradas en las 81 muestras 
analizadas, la media es de 5.90 con una mediana de 4 y una desviación estándar (DE) de 
6.19. Así, para las amplificaciones, ocurre como para el resto de las alteraciones 
genómicas valoradas previamente. Encontramos una distribución con gran variabilidad 
entre las muestras analizadas con muchas muestras con un número menor de 
amplificaciones, mientras que en algunas muestras se encuentran en un elevado 
número. 
El solapamiento general para las amplificaciones en los 40 pares de muestras de tejido 
y plasma en las que se ha encontrado esta alteración genómica se encuentra en 26 (65%) 
de ellos con una media de genes compartidos del 60.83%. Estos resultados sugieren que 
para las amplificaciones hay un nivel de concordancia elevado entre tejido y plasma, 
tanto en proporción de muestras como en genes compartidos que presentan estas 
alteraciones. El número de genes con amplificaciones compartidas en los 26 pares de 
muestras fue escaso, entre 1 y 2.  
El nivel de muestras con concordancia ha sido alto en general independientemente de 
la línea de tratamiento en que se encontraba la paciente cuando se extrajeron las 
muestras, oscilando entre el 40% de coincidencia en 2L y en 100% en 7L, 8L, 9L y 11L. 
No obstante, las líneas en las que hay 100% de concordancia al ser líneas más avanzadas, 
había únicamente 1 o 2 muestras pareadas. 
Teniendo en cuenta que se trata de una cohorte de pacientes con tumores HER2 
positivos avanzados en tratamiento con terapias anti-HER2, es esperable que el gen 
amplificado con mayor frecuencia sea precisamente ERBB2. De hecho, se encuentra la 
amplificación de ERBB2 en 23 pares de muestras. Hay 4 muestras de plasma y no en las 
correspondientes pareadas de tejido en las que se encuentra amplificación de ERBB2. 
De ellas, en 3 pacientes a la progresión de la primera línea y en 1 tras la tercera línea. Es 
posible que la discordancia pudiera deberse a heterogeneidad tumoral o también a 
diferencias técnicas entre ambos paneles a la hora de clasificar el número de copias 
como amplificación. La amplificación de ERBB2 se encuentra exclusivamente en tejido 
en 8 muestras extraídas desde previamente a la primera línea hasta la sexta línea. Esta 
diferencia podría ser explicada porque el tumor libere escaso ctDNA, ya que en 7 de las 
muestras no se detecta ninguna otra amplificación en plasma, mientras que en tejido se 
detectan amplificaciones en entre 2 y 4 genes diferentes. El siguiente gen en frecuencia 
es CCND1 con amplificación en 5 muestras pareadas. Se ha encontrado discordancia en 
la amplificación en 5 muestras de plasma y 3 de tejido. La amplificación de PIK3CA 
solamente se ha detectado en una muestra pareada, pero ha sido frecuente encontrarla 
de manera aislada en 6 muestras de plasma y 2 de tejido. La amplificación en MYC se ha 
encontrado solamente en una muestra pareada, aunque estaba presente en 5 muestras 
de plasma y 8 de tejido. El último gen que se ha encontrado amplificado en una muestra 
pareada es CDK6 con discordancia en 6 muestras de plasma y 1 de tejido. Hay otros 
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genes como FGFR1 que se ha encontrado amplificado exclusivamente en 7 muestras de 
tejido, sin representación en plasma. El gen CDK4 se ha detectado en 5 muestras de 
plasma y ninguna de tejido. Excepto para alguna muestra en la que se haya determinado 
el HER2 por ISH para confirmar un resultado de IHQ equívoco, para todo el resto de 
amplificaciones no se ha confirmado su presencia por ninguna otra técnica. Por lo tanto, 
las diferencias generales encontradas en la detección de amplificaciones entre tejido y 
plasma de todos estos genes, se puede deber a los factores anteriormente expuestos 
para ERBB2. 
La única amplificación clasificada como ESCAT I en cáncer de mama es precisamente la 
amplificación de ERBB2 ya que ha demostrado ampliamente ser una diana terapéutica 
contra la cual hay disponibles tratamientos específicos aprobados que aumentan la 
supervivencia de las pacientes.316 Aunque esta amplificación sea detectable en tejido y 
plasma mediante técnicas genómicas, el beneficio de las terapias anti-HER2 se ha 
definido basándose en la determinación de HER2 en tejido por técnicas de IHQ e ISH. De 
hecho, la determinación de HER2 en cáncer de mama por estas técnicas está 
perfectamente estandarizada según las guías de ASCO/CAP que se han ido actualizando 
periódicamente.10,43 De momento, en su última actualización, no se ha contemplado la 
posibilidad de establecer una equivalencia y estandarización con técnicas genómicas 
para la determinación de la amplificación de ERBB2 y predicción de beneficio a 
tratamiento anti-HER2. Es frecuente basar la decisión terapéutica para pacientes HER2 
positivas en resultados de biopsias de tejido no contemporáneas por no disponer de la 
posibilidad de realizar una nueva biopsia de tejido. Adicionalmente, incluso ante la 
negativización de HER2 por IHQ/ISH, habitualmente se decide mantener el tratamiento 
anti-HER2 para cubrir la posible heterogeneidad tumoral que pueda no ser reflejada en 
la biopsia. A medida que aumenta la sensibilidad y especificidad en las técnicas 
genómicas, se debería considerar la inclusión de los resultados de amplificación de 
ERBB2 en las decisiones terapéuticas de las pacientes, aunque se requieren estudios 
randomizados que validen su utilidad. Las discordancias entre las técnicas genómicas 
para la determinación de la amplificación de ERBB2 se discutirán adicionalmente en un 
apartado específico. 
Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que hay concordancia entre las alteraciones 
genómicas detectadas en tejido y plasma en muestras pareadas extraídas en un mismo 
momento antes del inicio de una terapia anti-HER2 sobre todo para las mutaciones 
patogénicas y probablemente patogénicas en las que se encuentra una coincidencia en 
el 78% de los genes. Sin embargo, en las VUS es la alteración donde se observan las 
mayores diferencias entre ambas técnicas, con una menor coincidencia en los genes 
compartidos, que desciende al 32%. Es probable que todas estas VUS vayan siendo 
progresivamente recalificadas para poder determinar su contribución o no al fenotipo 
tumoral, progresión y potencial implicación en la resistencia a tratamiento. Respecto a 
las alteraciones en número de copias y sobre todo en las amplificaciones se ha 
encontrado coincidencia en un número significativo de muestras con un 61% de genes 
compartidos. No obstante, hay un importante número de variantes que solamente han 
sido identificadas por uno de los paneles en cada par de muestras pareadas. La 
tecnología de NGS aplicada a las muestras de tejido y plasma ha mostrado en conjunto 
complementariedad ofreciendo una amplia visión del perfil mutacional de los tumores 
en el momento de la obtención de las muestras. Teniendo en consideración la valoración 
de las variantes según la clasificación de ESCAT de ESMO, la biopsia líquida frente a la 
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de tejido ha detectado más variantes potencialmente accionables. En el caso de 
mutaciones que puedan ser emergentes en genes como ESR1 o ERBB2, la biopsia líquida 
ha sido más eficiente que la de tejido para detectarlas. Este hecho apoya el creciente 
uso de esta tecnología de NGS sobre plasma para ser aplicada en decisiones terapéuticas 
por las ventajas asociadas frente al NGS sobre tejido. Entre ellas destaca la mayor 
facilidad y menor riesgo en la obtención de la muestra y la posibilidad de obtener una 
visión más panorámica de la totalidad del perfil genómico del tumor. La ventaja principal 
de NGS sobre tejido radica en la capacidad de testar una mayor cantidad de genes y 
alteraciones genómicas, para las cuales la tecnología NGS en plasma es aún más 
limitada. Adicionalmente, estos resultados ponen en evidencia la complementariedad 
de ambas técnicas de análisis de variantes genómicas por NGS. 
 

6.6. LAS ALTERACIONES GENÓMICAS DEL ADN PODRÁN SER DISCORDANTES ENTRE 
MUESTRAS DE ctDNA EXTRAÍDAS EN DISTINTAS LÍNEAS DE TRATAMIENTO  
 

Para testar esta hipótesis se ha valorado la diferencia entre las alteraciones genómicas 
encontradas en plasma con panel Guardant360 VHIO disponibles de cada paciente a 
medida que va recibiendo distintas líneas de tratamiento. Se tienen adicionalmente en 
consideración el número de muestras disponibles de plasma analizadas en cada una de 

las 39 pacientes incluidas. Se dispone de  2 muestras en 51% de pacientes y de  3 
muestras en 49% llegando a un máximo de 7 muestras en una paciente. Es esperable 
que el número de muestras disponibles por paciente pudiera impactar en la 
probabilidad de encontrar alguna discordancia en las alteraciones genómicas 
encontradas a lo largo de la evolución clonal de cada tumor expuesto progresivamente 
a diferentes terapias anti-HER2. Se ha ido valorando para cada tipo de alteración 
genómica la influencia del número de muestras disponibles por cada paciente en la 
variabilidad de la concordancia de las alteraciones encontradas.  
 
Para las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas únicamente se han 
encontrado unos coeficientes de correlación que sugieren una asociación moderada-
fuerte estadísticamente significativa entre las pacientes de las que se dispone de 2 
muestras que son 13 en total. En este caso es posible que el tener un mayor número de 
pacientes haya permitido encontrar diferencias, ya que este tipo de mutaciones se 
detectan en significativo menor número que las de tipo VUS. A partir de las pacientes 
de las que se dispone de 3 o más muestras, los coeficientes de correlación indican 
asociaciones en general débiles e incluso en algunos casos negativas sin alcanzar 
ninguna significación estadística. Estos resultados probablemente reflejan la mayor 
estabilidad de las mutaciones patogénicas a lo largo de las líneas de tratamiento y la 
menor frecuencia de estas que dificulta encontrar diferencias.  
 
Para las VUS, en la paciente con 7 muestras disponibles encontramos que hay unos 
coeficientes de correlación elevados por los diferentes métodos y que algunos de ellos 
son estadísticamente significativos, aunque no hay concordancia entre todos ellos. En 
las 3 pacientes de las que se dispone de 6 muestras hay una importante variación en los 
coeficientes de correlación dependiendo del test aplicado en algún caso con 
significación estadística. La asociación se pierde a partir de las pacientes de las que 
disponemos de 5 o menos muestras. A pesar de la variabilidad encontrada, los 
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resultados sugieren que para las pacientes con más muestras disponibles la asociación 
es elevada en la detección de un incremento de VUS a lo largo de las líneas de 
tratamiento. Existe la limitación del escaso número de pacientes incluidas con más de 6 
muestras. Es importante considerar que hay más posibilidad de encontrar nuevas 
alteraciones genómicas de tipo VUS que de otras mutaciones, ya que en general se han 
encontrado con mayor frecuencia en las muestras analizadas. 
 
Para las amplificaciones no se ha encontrado ninguna correlación ni significación 
estadística que apoye su variabilidad a lo largo de las diferentes líneas que reciben las 
pacientes, independientemente del número de muestras disponibles para cada una de 
ellas. Es importante considerar que el panel de Guardant360 recoge amplificaciones en 
18 genes diferentes, que es un número relativamente bajo. Además, se trata de 
pacientes que en su mayoría presentan amplificación de ERBB2 en las muestras 
analizadas. Es destacable que, en la paciente con 7 muestras disponibles, los coeficientes 
de correlación son relativamente altos y negativos sugiriendo más bien una pérdida de 
genes con amplificación a lo largo de las líneas de tratamiento. Es importante tener en 
cuenta que en ningún caso se alcanza la significación estadística.   
Los análisis estadísticos realizados para testar la hipótesis de que las mutaciones en el 
ADN tumoral podrán variar en cada paciente a lo largo de las diferentes líneas de 
tratamiento no han sido concluyentes. Es probable que haya influido el número de 
pacientes incluidas y la escasa representación de pacientes con más de 3 muestras 
analizadas disponibles. Los resultados sugieren que puede haber mayor variabilidad en 
un tipo de variantes genómicas que en otras. Así, parece encontrarse una mayor 
variabilidad en las VUS que pueden ser más numerosas y frecuentes que en las 
mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas. Respecto a las amplificaciones, 
el panel Guardant360 VHIO de NGS utilizado ha podido influir en el resultado, ya que 
valora un número limitado de genes en comparación con los testados con el panel VHIO-
300 en tejido. Otro factor que puede influir en los resultados y en la variabilidad de la 
detección de las diferentes alteraciones a lo largo de las líneas de tratamiento en cada 
paciente es la diferente capacidad de liberación de ctDNA por los tumores. Este factor 
es variable dependiendo de la respuesta al tratamiento previo y carga tumoral presente 
en cada momento en que se extrae la muestra de plasma. 
 
Los resultados obtenidos para validar la hipótesis de que las alteraciones genómicas 
podrán ser discordantes en ctDNA de una misma paciente a lo largo de las diferentes 
líneas de tratamiento ha sido variable dependiendo de las variantes genómicas 
evaluadas. Para las VUS se han encontrado diferencias en las pacientes de las que había 
más muestras disponibles. Sin embargo, en las mutaciones patogénicas y 
probablemente patogénicas las diferencias se han establecido en las pacientes con 2 
muestras disponibles. En el caso de las amplificaciones, no se han encontrado 
diferencias. Estas discrepancias pueden deberse en parte a la escasa representación de 
pacientes con múltiples muestras disponibles. Otro factor puede ser dependiente de la 
heterogeneidad presente entre las pacientes que componen nuestra muestra. No 
obstante, el caso propuesto ilustra la variabilidad en las variantes que se han encontrado 
a lo largo de las diferentes líneas de tratamiento en las 7 muestras analizadas en esta 
paciente. Hay mutaciones que se han mantenido estables como en PIK3CA y TP53, 
mientras que la detección de otras ha sido variable como en ERBB2, KRAS, PTEN y RHOA. 
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Se aprecia un mayor número de mutaciones de nueva aparición que emergen tras la 
última línea de tratamiento recibida por la paciente coincidiendo con la mayor carga 
tumoral y presión terapéutica. En las amplificaciones ha habido mayor variabilidad, 
siendo destacable la pérdida en ERBB2 tras el tratamiento con T-DXd.  
 

6.7. LA DETERMINACIÓN DE LA AMPLIFICACIÓN DE ERBB2 EN ctDNA SERÁ FACTIBLE 
COMO PREDICTOR DE BENEFICIO A TRATAMIENTO ANTI-HER2 
 
Los métodos convencionales de IHQ e ISH son los únicos que están validados para 
determinar la positividad de HER2 y definir las pacientes con potencial beneficio a las 
terapias anti-HER210. Esta hipótesis valora la posibilidad de que la amplificación de 
ERBB2 determinada mediante NGS en plasma con panel Guardant360 VHIO o en tejido 
con panel VHIO-300 sea predictora de beneficio a tratamiento anti-HER2.  
Se ha testado esta hipótesis en base a los resultados de amplificación de ERBB2 
obtenidos en cada muestra de plasma comparando el TTP entre las pacientes que la 
presentan frente a las que no, ajustado por línea de tratamiento recibido. No se han 
encontrado diferencias estadísticamente significativas que apoyen esta hipótesis. 
Adicionalmente, se ha valorado la relación entre el número de copias de ERBB2 
detectado en plasma como variable continua y el TTP ajustado a línea de tratamiento. 
Tampoco se ha encontrado una correlación estadísticamente significativa entre las dos 
variables. 
Asimismo, se ha testado la hipótesis según los resultados de amplificación de ERBB2 
obtenidos por NGS en las muestras de tejido ajustando por línea de tratamiento. Los 
resultados no han sido estadísticamente significativos teniendo en cuenta la 
amplificación y tampoco valorando el número de copias como una variable continua.  
Por tanto, nuestros resultados no apoyan que la determinación de la amplificación de 
ERBB2 por técnicas de NGS, sea predictor de respuesta al tratamiento anti-HER2.  
Para interpretar estos resultados negativos hay que tener en consideración que, en 
nuestra muestra de pacientes, todas ellas han sido consideradas como HER2 positivas 
por técnicas de IHQ/ISH en algún momento. Para realizar los análisis se ha tenido en 
consideración el resultado de la amplificación de ERBB2 o número total de copias 
detectadas del gen en cada muestra. En las muestras de plasma hay factores que pueden 
influir en la detección de la amplificación de ERBB2 que podrían estar relacionados con 
la capacidad del tumor de liberar ctDNA y aspectos técnicos del panel Guardant360. Así, 
tras presentar respuesta al tratamiento previo que condicione una reducción 
importante de la carga tumoral podríamos encontrar en algunos casos posibles falsos 
negativos en los que no se detecte la amplificación que afecten a los resultados. Otro 
aspecto relevante es que el tamaño de la muestra de pacientes incluidas haya podido 
influir en la posibilidad de encontrar diferencias entre ambos grupos. Adicionalmente 
existe heterogeneidad entre los tratamientos recibidos y la línea en que han sido 
administrados que puede haber contribuido a los resultados obtenidos.   
Hay otras técnicas como la espectrometría de masas (MS) que se ha utilizado para 
determinar cuantitativamente los niveles absolutos de la proteína HER2 en muestras de 
tejido de cáncer de mama que han mostrado correlación con resultados de IHQ e ISH. 
Un estudio en tumores de mama procedentes de 277 pacientes correlacionó los niveles 
de expresión más altos de HER2 detectados en tejido por MS con una mayor 
probabilidad de beneficiarse de terapias anti-HER2, como trastuzumab, con una mayor 
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supervivencia en comparación con niveles más bajos de expresión.49 Este estudio sería 
comparable con la determinación del número de copias como variable continua ya que 
utiliza la expresión proteica de HER2 como una variable continua. Sin embargo, una 
diferencia fundamental es que, al tratarse de diferentes técnicas, es posible que no haya 
una correlación directa entre el número de copias de ERBB2 detectado por NGS y un 
mayor nivel de proteína HER2 resultante en el tumor. Asimismo, se ha relacionado la 
mayor expresión de niveles de ARNm de ERBB2 con mejor respuesta y supervivencia al 
tratamiento con T-DM1. 59Hay un estudio en cáncer gástrico HER2 positivo que relaciona 
de manera retrospectiva que los pacientes cuyos tumores presentan un mayor número 
de copias de ERBB2 determinadas en tejido, alcanzaban una mejor SLP y SG que los que 
presentaban menor número de copias. En este caso, a diferencia de nuestro estudio, 
analizan muestras procedentes de 327 pacientes que todos han recibido el tratamiento 
anti-HER2 en el contexto de un ensayo clínico randomizado.362 Este estudio apoya que 
el mejor contexto para testar esta hipótesis es en un ensayo aleatorizado que permita 
controlar mejor los posibles sesgos. 
Por lo tanto, no podemos confirmar que la amplificación de ERBB2 será factible como 
predictor de beneficio a tratamiento anti-HER2. Sin embargo, es probable que las 
limitaciones de nuestro estudio hayan influido en este resultado al tratarse de un 
estudio retrospectivo, con un número limitado de pacientes y heterogeneidad en los 
tratamientos administrados.  Para confirmar los resultados se debería valorar la 
asociación de la amplificación de ERBB2 determinada por NGS en tejido y en plasma en 
el contexto de ensayos clínicos aleatorizados. 
 

6.8. LA AMPLIFICACIÓN DE ERBB2 PODRÁ SER DISCORDANTE ENTRE TEJIDO TUMORAL 
Y ctDNA 
 
Los únicos métodos validados para determinar la amplificación de HER2 son las técnicas 
convencionales de IHQ e ISH.10 En las muestras de tejido disponibles de las pacientes 
incluidas se ha determinado HER2 por técnicas convencionales de IHQ e ISH y se ha 
determinado el H-Score de HER2. Asimismo, se ha valorado en tejido mediante panel 
VHIO-300 y en plasma mediante Guardant360 VHIO la amplificación y número de copias 
de ERBB2. Se trata de muestras pareadas, es decir, recogidas en un mismo momento en 
cada paciente antes del inicio de una línea de tratamiento. Se establece la hipótesis de 
que la amplificación de HER2 podría ser discordante entre tejido tumoral y ctDNA. Para 
testarla, se valora la concordancia entre todas las técnicas disponibles para determinar 
la amplificación de ERBB2. 
 
En la comparación entre los resultados obtenidos con panel VHIO-300 y con 
Guardant360, se ha encontrado una concordancia total en la amplificación de ERBB2 por 
NGS en los 42 pares de muestras de tejido y plasma en 71% de ellos, en 23 pares 
amplificado y en 7 no amplificado. Se han encontrado por tanto 12 muestras 
discordantes. La correlación entre ambas técnicas ha sido moderada y estadísticamente 
significativa según el test de Fisher, aunque no llega a la significación con Chi cuadrado. 
La discordancia más frecuente, ocurrida en 8 muestras, ha sido encontrar la 
amplificación en tejido y no en su correspondiente muestra pareada. Una posible 
explicación es la diferencia en la capacidad de detección de ambas técnicas. En la biopsia 
líquida es importante la cantidad de ctDNA liberado por el tumor en el plasma que puede 
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depender de la carga tumoral. En caso de ser escasa podrían no detectarse algunas 
variantes presentes en el tumor. También el nivel de detección puede estar relacionado 
con la calidad de la muestra de plasma. Otro aspecto que considerar es que pudiera ser 
diferente la clasificación de la variante según el número de copias detectadas de ERBB2.  
Así, sería posible que fuera considerada como amplificación en tejido y como ganancia 
en número de copias sin llegar a la categoría de amplificación en plasma. En las 4 
muestras restantes en las que ha habido discordancia, la amplificación se ha detectado 
en plasma y no en tejido. En esta situación la causa más probable sería que debido a 
heterogeneidad tumoral, la biopsia líquida pudiera detectar mejor el panorama global 
del tumor, frente a la visión parcial de la biopsia. Estos resultados sugieren la validez de 
la hipótesis de que la amplificación podrá ser discordante entre ambas técnicas ya que 
en hasta un 29% de las muestras testadas no hay resultados concordantes. Existe la 
limitación del número de muestras analizadas, aunque nuestro estudio tiene un mayor 
número de muestras pareadas procedentes de pacientes HER2 positivas que otros 
estudios reportados.70,72 
Si consideramos la correlación entre el número de copias de ERBB2 detectado en las 
muestras pareadas de tejido y plasma por panel VHIO-300 y por Guardant360 VHIO, se 
encuentra que existe una asociación moderada estadísticamente significativa entre 
ambas. Esta correlación, aunque significativa estadísticamente no permite definir la 
precisión en la amplificación del gen ERBB2, únicamente expresa la asociación entre 
ambas técnicas. 
 
Adicionalmente, se ha valorado la concordancia de la amplificación de ERBB2 en 42 
muestras de tejido por técnicas genómicas mediante panel VHIO-300  y en las mismas 
muestras se ha determinado HER2 mediante técnicas validadas de IHQ/ISH siguiendo las 
guías ASCO/CAP.10 Se ha encontrado concordancia total en la amplificación en un 83% 
estando presente por ambas técnicas, en 28 muestras y en 7 no se encuentra la 
amplificación. En 3 muestras discordantes hay amplificación mediante técnicas 
genómicas, pero no en las convencionales. Hay 4 muestras en las que la amplificación 
se encuentra por IHQ/ISH, pero no por panel VHIO-300. La correlación estadística 
encontrada es significativa con una asociación moderada-fuerte entre ambas. Es 
probable que las discordancias se deban a las diferencias intrínsecas de ambas técnicas, 
ya que se trata de las mismas muestras. Nuestros resultados contrastan con los 
reportados por un estudio que comparó la determinación del estatus de HER2 a partir 
de la medida del número de copias del gen ERBB2 por NGS con los métodos estándar en 
90 muestras de tejido de cáncer de mama. La concordancia encontrada para la 
positividad de HER2 llegó hasta el 98.4% con la IHQ/ISH considerando un número de 
copias de ERBB2 estimado por NGS a partir de 3.2.51 En otro estudio, se utilizó una 
plataforma informática personalizada que comparó los resultados obtenidos por NGS 
con los de IHQ/ISH de 213 pacientes con cáncer de mama para establecer el estado de 
ERBB2. El nivel de concordancia fue también muy alto alcanzando un 98.4%.52Una 
limitación es que se trata de estudios en los que no se reporta una validación prospectiva 
del punto de corte que obtuvieron para llegar a una correlación tan elevada entre ambas 
técnicas.  
Al comparar entre si la variable H-Score de la IHQ de HER2 como variable continua con 
la presencia o ausencia de la amplificación de ERBB2 en tejido determinada por NGS con 
panel VHIO-300, se ha establecido una correlación estadísticamente significativa. Sin 
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embargo, si comparamos el H-Score y el número de copias de ERBB2 como variable 
continua analizado por panel VHIO-300, la correlación no es significativa entre ambos. 
Es posible que la discordancia en estos resultados tenga relación con los niveles de 
expresión de la proteína HER2. Así, en el primer caso a medida que tenemos mayor nivel 
de expresión de HER2 por IHQ reflejado por un mayor H-Score es más probable que el 
panel VHIO-300 detecte un número de copias en rango de amplificación. No obstante, 
en el segundo caso, es posible que un mayor número de copias de ERBB2 no se relacione 
con una mayor expresión de los niveles de la proteína en el tumor.   
 
Se valora también la concordancia en la amplificación de ERBB2 en las 42 muestras 
pareadas mediante panel Guardant360 VHIO en plasma y con IHQ/ISH en tejido 
respectivamente. Se ha encontrado concordancia total en la amplificación en el 69%, 
estando presente en 22 muestras y no encontrando amplificación en 5 muestras. Se han 
encontrado 5 muestras discordantes en las que hay amplificación de ERBB2 en plasma, 
pero no en tejido. Hay 10 muestras en las que la amplificación se encuentra en tejido, 
pero no en plasma. Para estas dos técnicas encontramos una asociación débil entre ellas 
que no es estadísticamente significativa. Las discordancias podrían ser debidas a 
heterogeneidad tumoral en el caso de las muestras amplificadas en plasma y no el tejido. 
La situación contraria, podría ser debida a poca liberación de ctDNA a plasma por el 
tumor. En ambos casos, es posible que hayan influido la diferencias entre ambas 
técnicas. Nuestros resultados contrastan con los de un estudio valoró 
retrospectivamente la correlación entre la sobreexpresión de HER2 determinada 
IHQ/ISH con la ganancia en número de copias de ERBB2 valorada por NGS en plasma con 
Guardant360. Definieron el valor predictivo positivo (VPP) de NGS comparada con la 
IHQ/ISH a partir de muestras de 176 pacientes con distintos tipos tumorales incluyendo 
cáncer de mama. El VPP para determinar la positividad de HER2 comparado con las 
técnicas convencionales fue de hasta el 97% para ctDNA y que bajó al 93% si las muestras 
no eran pareadas.54 Hay que considerar que en nuestro estudio hemos valorado la 
correlación existente entre ambas técnicas de detección de la amplificación de HER2, 
mientras que este estudio define el VPP. Aunque no son directamente comparables el 
VPP reportado es muy elevado sugiriendo una baja probabilidad de encontrar falsos 
positivos en comparación a la baja correlación que hemos encontrado entre los 
resultados de IHQ/ISH y Guardant360 en nuestras muestras. 
Adicionalmente se ha valorado la correlación entre el H-score de HER2 y el número de 
copias de ERBB2 obtenido en la muestra pareada correspondiente de plasma analizada 
con Guardant360 VHIO sin apreciar tampoco una correlación estadísticamente 
significativa entre ambas. En este caso, al igual que con los resultados obtenidos al 
correlacionar el número de copias de ERBB2 obtenido en tejido con el H-score, es posible 
que un mayor número de copias de ERBB2 en plasma tampoco se relacione con una 
mayor expresión de los niveles de la proteína en el tumor.   
 
Los resultados obtenidos al comparar la amplificación de ERBB2 en tejido y plasma por 
las distintas técnicas, contribuyen a validar la hipótesis de que podrá ser discordante en 
las muestras pareadas. No obstante, considerando el conjunto de los resultados 
comparando la correlación de las técnicas genómicas para valorar la amplificación de 
ERBB2 con las convencionales para valorar la positividad de HER2 sugiere que aunque 
en algunos casos haya discordancia en los resultados, existe complementariedad entre 
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ellas. La concordancia entre la amplificación de ERBB2 determinada por NGS y por 
técnicas convencionales en las mismas muestras de tejido es la que ha mostrado una 
mayor concordancia. No se puede establecer una equivalencia entre unas y otras, ya 
que cada una aporta una visión diferente de una misma alteración. Se necesitan más 
estudios prospectivos que ayuden a posicionar estas diferentes técnicas genómicas para 
determinar la amplificación de ERBB2, preferiblemente en el ámbito de ensayos clínicos 
aleatorizados que permitan controlar mejor los posibles sesgos. En definitiva, el objetivo 
de todas estas técnicas es realizar una adecuada valoración de HER2 que permita 
predecir el potencial beneficio de las terapias anti-HER2 para las pacientes. 
 

6.9. LA GENERACIÓN DE MODELOS DE PDX DERIVADOS DE TUMOR PUEDE SER 
INFORMATIVA PARA ESTUDIOS DE MECANISMOS DE RESISTENCIA A FÁRMACOS ANTI-
HER2 
 
Un objetivo secundario planteado es la generación de modelos murinos derivados de 
tumor (PDX) a partir de biopsias realizadas por motivos asistenciales en las pacientes 
que consintieran para ello. Para testar esta hipótesis se han considerado las pacientes 
incluidas desde el inicio en el proyecto, entre las que están incluidas las pacientes de las 
que proceden las muestras pareadas. Se obtuvieron 49 biopsias para su implantación en 
modelos de PDX. De ellas, el 41% proceden de una biopsia pareada analizada para el 
proyecto. La proporción de biopsias de pacientes implantadas en PDX procedentes de 
una biopsia pareada es relativamente elevada en relación con el total de pacientes 
incluidas en el proyecto. Probablemente es debido a un sesgo de selección, ya que 
precisamente se han priorizado para su análisis dentro del proyecto a las pacientes de 
las que se disponía de material procedente de una biopsia de tejido. Las 49 biopsias 
implantadas proceden de 36 pacientes, ya que ha habido pacientes de las que se han 
implantado biopsias en PDX hasta en 3 momentos diferentes. En estas pacientes con 
más de una biopsia implantada ha influido la accesibilidad de esta, procediendo en la 
mayoría de los casos del tumor primario, adenopatías locorregionales o de lesiones 
cutáneas. Había un 29% de biopsias procedentes de pacientes cuyos tumores tenían un 
fenotipo luminal B HER2 positivo, mientras que el 71% restantes provenían de tumores 
HER2 positivos no luminales. 
La viabilidad en la implantación de los PDX ha sido del 26.5%, obteniendo un total de 13 
modelos de PDX. En las biopsias procedentes del fenotipo luminal B HER2 positivo el 
éxito de implantación fue del 16%, mientras que en las no luminales llegó hasta el 31%. 
La tasa de éxito es similar a la obtenida en otros grupos de investigación. En un estudio 
en donde reportan la tasa de éxito en la implantación de PDX en cáncer de mama, ésta 
llegó al 27.4%, prácticamente superponible a la obtenida en nuestro estudio. Es 
importante tener en consideración que, dependiendo del fenotipo tumoral, la tasa de 
generación de PDX tras la implantación puede ser muy diferente. Así, en el estudio 
previamente mencionado, varió desde un 51,3% para el cáncer de mama triple negativo, 
el 26,5% para tumores HER2 positivos, el 5,0% para luminal B y un 0% para el subtipo 
luminal A. Una diferencia importante entre ambos estudios es la procedencia de las 
muestras. Todas nuestras biopsias proceden de pacientes con enfermedad metastásica, 
mientras que en el estudio mencionado provenían de pacientes que participaban en el 
ensayo BEAUTY de quimioterapia neoadyuvante. Además, las biopsias se obtuvieron en 
dos momentos, antes del inicio del tratamiento y en pacientes con enfermedad residual 
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tras neoadyuvancia. De hecho, en las pacientes ya tratadas, la tasa de éxito fue menor, 
bajando al 17.1%.363 A pesar, de estas diferencias, los resultados son similares. Es 
probable que la agresividad del fenotipo tumoral influya en estos resultados ya que 
hemos apreciado una mayor tasa de éxito entre las muestras procedentes de pacientes 
con tumores HER2 positivos no luminales que en las luminales. 
 
Al inicio del proyecto se había planificado explorar la consolidación del estudio de 
resistencias terapéuticas en los modelos viables de PDX que se hubieran generado de 
las pacientes. Además, se valoraría la concordancia de la respuesta obtenida a las 
mismas terapias recibidas por las pacientes tras administrárselas a los PDX de cuyos 
tumores derivaran. Estos objetivos no han sido explorados por diversos motivos. Entre 
ellos podemos mencionar el decalaje temporal entre la implantación de la muestra en 
el PDX y la generación de un modelo viable, que en algunos casos puede ser de meses. 
Otro factor que considerar es la disponibilidad de las mismas terapias que recibieron las 
pacientes en el laboratorio para su administración posterior en los modelos de PDX, ya 
que no todas están disponibles. Es también fundamental obtener la financiación 
necesaria para la fase experimental.  
 
Se ha logrado generar PDX a partir de biopsias tumorales procedentes de los tumores 
de nuestras pacientes. Sin embargo, no ha sido posible confirmar la hipótesis de que los 
PDX podrían ayudar a predecir la respuesta en estas. Únicamente se ha valorado en una 
paciente sin obtener los resultados esperables. No obstante, la utilidad de los modelos 
de PDX para el desarrollo preclínico de terapias anti-HER2 y estudio de mecanismos de 
resistencia es indudable. Los PDX han contribuido al estudio de estos mecanismos de 
resistencia generando nueva evidencia que ha ayudado a la mejor comprensión de los 
mismos. La investigación preclínica realizada en el laboratorio con la ayuda de estos 
modelos de experimentación generados a partir de los tumores de nuestras pacientes 
ha derivado en la extensión del conocimiento y publicación de nuevos mecanismos de 
resistencia a terapias anti-HER2 y posibles estrategias para superarlos.314,315 
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7. CONCLUSIONES 
 
1. No se han identificado alteraciones genómicas sugestivas de conferir resistencia 
primaria ni adquirida a todos los tratamientos anti-HER2 evaluados. Se encuentra que la 
mutación probablemente patogénica en PTEN y la amplificación de RAF1 podrían estar 
relacionadas con la resistencia primaria a T-DM1.  
  
2. Se encuentran diferencias en la concordancia de las alteraciones genómicas 
analizadas en muestras pareadas obtenidas en un mismo tiempo mediante NGS en 
tejido con el panel VHIO-300 y en plasma con el panel Guardant360 VHIO dependiendo 
del tipo de alteración. Para las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas se 
encuentra la mayor coincidencia con una media de un 78% genes compartidos. Para las 
VUS se encuentra una variabilidad amplia con una media de genes compartidos de 32%. 
Para las amplificaciones se encuentra una coincidencia moderada con 61% de genes 
compartidos. 
Las discordancias en las alteraciones genómicas analizadas en las muestras de plasma 
con el panel Guardant360 VHIO en las distintas líneas de tratamiento anti-HER2 recibido 
por las pacientes han sido variables dependiendo del tipo de alteraciones genómicas 
evaluadas. Para las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas las 
diferencias se han identificado en las pacientes con 2 muestras disponibles. Para las 
mutaciones clasificadas como VUS se han apreciado diferencias en las pacientes de las 
que se disponía de 6 y 7 muestras. Para las amplificaciones no se ha encontrado 
correlación en ningún caso. 
La amplificación de ERBB2 ha mostrado discordancia en las muestras pareadas 
analizadas mediante NGS en tejido con panel VHIO-300 y en plasma con panel 
Guardant360. La amplificación de ERBB2 ha mostrado concordancia en las mismas 
muestras de tejido determinada por NGS y por técnicas convencionales de IHQ/ISH. 
 
3.  No se ha encontrado una correlación entre la presencia o ausencia de la amplificación 
de ERBB2, evaluada mediante NGS en tejido con el panel VHIO-300 o en plasma con el 
panel Guardant360 VHIO y el tiempo hasta la progresión de las pacientes tratadas con 
terapias anti-HER2. 
 
4.  Se han generado modelos de PDX viables derivados de los tumores de las pacientes 
en el 26.5% de los casos. No ha sido posible evaluar la consolidación del estudio de 
resistencias terapéuticas de nuestra muestra de pacientes en estos modelos.  
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8. FUTURAS DIRECCIONES 
 
El alcance de la biopsia líquida en la identificación de resistencias primarias y adquiridas 
a tratamientos anti-HER2 ha sido limitado en nuestro estudio. Nos hemos encontrado 
con limitaciones que incluyen el tamaño muestral y diseño retrospectivo, que son 
potencialmente superables realizando un estudio prospectivo que incremente el 
número de pacientes. Adicionalmente, es esencial considerar que por diversidad de 
terapias anti-HER2 y la complejidad de los mecanismos de resistencia asociadas a estas, 
requieren para su estudio una perspectiva más integral. 
 
En el futuro, se debería considerar para la investigación de las resistencias a terapias 
anti-HER2 la incorporación de otros biomarcadores con potencial implicación en los 
mecanismos de resistencia mediante el análisis de la expresión de ARNm, la epigenética 
y la proteómica, incluyendo además otros aspectos como el microambiente tumoral y 
el sistema inmune. Asimismo, por la diversidad en los mecanismos de acción de cada 
fármaco, es fundamental el estudio prospectivo de los mecanismos de sensibilidad y 
resistencia mediante un programa de análisis de biomarcadores individualizado en el 
contexto de ensayos clínicos. 
 
No obstante, es indudable la utilidad creciente del estudio de ctDNA, ya que permite 
monitorizar las alteraciones genómicas en tiempo real a lo largo de los tratamientos, 
evitando realizar procedimientos invasivos. Adicionalmente, facilita la búsqueda de 
alteraciones potencialmente accionables que puedan predecir un beneficio para las 
pacientes ayudando a guiar las decisiones terapéuticas. 
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10. APÉNDICES 
 

10.1. ONCOPLOT DE TODAS LAS MUTACIONES PATOGÉNICAS Y PROBABLEMENTE 
PTOGÉNICAS DETECTADAS EN TEJIDO POR PANEL VHIO-300  
 
 

 
 
Figura Oncoplot con todas las mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas detectadas en tejido por panel 
VHIO-300. Cada columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Se 
representan las alteraciones genómicas MUTACIONES: Benigna en verde fósforo, benigna + VUS en verde oscuro, 
probablemente benigna en verde claro, mutaciones patogénicas en granate, probablemente patogénicas en salmón, 
coexistencia de patogénicas y probablemente patogénicas en rojo, VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, 
patogénicas y VUS en fucsia, probablemente patogénicas y VUS en lila. Tipo de muestra: Tejido en naranja. MSI: carga 
mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: 
Localización de la biopsia: Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Skin breast: letálides. Soft 
tissue: Tejidos blandos. 
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10.2. ONCOPLOT DE TODAS LAS MUTACIONES TIPO VUS DETECTADAS EN TEJIDO POR 
PANEL VHIO-300  
 

 
 
Figura Oncoplot con todas las mutaciones tipo VUS detectadas en tejido por panel VHIO-300. Cada columna 
representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Se representan las 
alteraciones genómicas MUTACIONES: Benigna en verde fósforo, benigna + VUS en verde oscuro, probablemente 
benigna en verde claro, mutaciones patogénicas en granate, probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de 
patogénicas y probablemente patogénicas en rojo, VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, patogénicas y VUS 
en fucsia, probablemente patogénicas y VUS en lila. Tipo de muestra: Tejido en naranja. MSI: carga mutacional. NSF: 
Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: Localización de 
la biopsia: Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Skin breast: letálides. Soft tissue: Tejidos 
blandos. 
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10.3. ONCOPLOT DE TODAS LAS CNV ENCONTRADAS EN TEJIDO POR PANEL VHIO-300  
 

 
 
Figura Oncoplot con todas las alteraciones en número de copias detectadas en tejido por panel VHIO-300. Cada 
columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Se representan las 
alteraciones genómicas: amplificación con un punto, ganancia con un triángulo y pérdida con un cuadrado. Tipo de 
muestra: Tejido en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. Tipo de muestra: Tejido en naranja. MSI: carga 
mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: 
Localización de la biopsia: Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Skin breast: letálides. Soft 
tissue: Tejidos blandos. 
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10.4. ONCOPLOT DE TODAS LAS MUTACIONES DETECTADAS EN PLASMA POR 
GUARDANT360 VHIO 
 

 
 
Figura Oncoplot con todas las mutaciones detectadas en tejido por panel VHIO-300. Cada columna representa una 
muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Se representan las alteraciones genómicas 
MUTACIONES: Benigna en verde fósforo, benigna + VUS en verde oscuro, probablemente benigna en verde claro, 
mutaciones patogénicas en granate, probablemente patogénicas en salmón, coexistencia de patogénicas y 
probablemente patogénicas en rojo, VUS en azul oscuro, VUS-Splicing en azul claro, patogénicas y VUS en fucsia, 
probablemente patogénicas y VUS en lila. Tipo de muestra: Tejido en naranja. MSI: carga mutacional. Tipo de muestra: 
Tejido en naranja. MSI: carga mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: 
H-score HER2. Biopsy location: Localización de la biopsia: Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: 
Adenopatías. Skin breast: letálides. Soft tissue: Tejidos blandos. 
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10.5. ONCOPLOT DE TODAS LAS CNV ENCONTRADAS EN PLASMA POR GUARDANT360 
VHIO 
 

 
 
Figura Oncoplot con todas las alteraciones en número de copias detectadas en plasma por panel Guardant360 VHIO. 
Cada columna representa una muestra individual, mientras que cada fila representa un gen diferente. Se representan 
las alteraciones genómicas: amplificación con un punto, ganancia con un triángulo y pérdida con un cuadrado. Tipo 
de muestra: Tejido en naranja, plasma en rosa. MSI: carga mutacional. Tipo de muestra: Tejido en naranja. MSI: carga 
mutacional. NSF: Non singleton families. IHQ HER2: Inmunohistoquímica HER2. IHQ HS: H-score HER2. Biopsy location: 
Localización de la biopsia: Breast: Mama. Liver: Hígado. Lung: Pulmón. Nodes: Adenopatías. Skin breast: letálides. Soft 
tissue: Tejidos blandos. 
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10.6. DOCUMENTO APROBACIÓN CEIM VALL D’HEBRON 
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10.7. CONSENTIMIENTOS INFORMADOS 
 

- CONSENTIMIENTO INFORMADO PERFIL GENÉTICO DE TUMORES DE PACIENTES 
CANDIDATOS RECIBIR TRATAMIENTO EN EL VHIO: MUESTRAS RECOGIDAS 
DURANTE EL PRESCREENING Y AL MOMENTO DE LA PROGRESIÓN 
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Consentimiento informado DISEÑO MOLECULAR DEL TRATAMIENTO PERSONALIZADO 
DEL CÁNCER DE MAMA (PR(AG) 20-2019).  
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