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Summary 

 
INTRODUCTION: 

Breast cancer is not a single disease, but a group of diseases that, despite being located 

in the same organ, present great variability in all its components: histopathological 

characteristics, response to treatment, and survival (1). This variability is observed both 

within a single tumor (intratumoral heterogeneity) and between tumors from different 

patients (intertumoral heterogeneity) at different levels: morphological, molecular and 

genomic (2). From the point of view of intertumoral heterogeneity, the identification of 

subgroups of patients with homogeneous characteristics would help us to improve our 

understanding of this disease and, therefore, the patient care. 

 

NEOADJUVANT TREATMENT 

Neoadjuvant treatment (NAC) (based on the administration of Anthracyclines +/- 

Taxanes, and Trastuzumab in those cases with HER2 overexpression) before surgery is 

widely used in patients with breast cancer both in early stages and in the scenario of the 

locally advanced disease. The response to NAC, which can be dichotomized into 1) 

pathological complete response (pCR) when the tumor responds to treatment or 2) 

presence of residual disease (RD) when the response to treatment is not complete, is 

crucial for understanding the evolution of the patient after treatment. Achieving pCR 

after surgery has been shown to be associated with greater overall and disease-free 

survival. However, the presence of tumor cells or RD is associated with a worse long-

term clinical outcome. The response to treatment with NAC is different in the various 

subtypes of breast cancer, with patients with the subtypes with the most activated 

proliferation pathways, such as Triple Negative or HER2 +, being the most responsive 

(3) (4). 

Based on the above, the hypotheses of this study are that there are certain molecular 

profiles that differentially predict the response to treatment with NAC in primary breast 



 

cancer in the different subtypes of BC without necessarily being surrogate markers for 

these. The changes in the molecular profile observed in the primary tumor with respect 

to RD after treatment with NAC allow the identification of potentially exploitable 

molecular alterations from the therapeutic point of view. On the other hand, the 

molecular profile of the residual tumor consistently predicts the molecular profile of the 

metastatic tumor. 

Therefore, the objectives of this work are: 1) To determine a predictive signature of pCR 

that identifies before treatment those patients who will not respond to Neoadjuvant 

chemotherapy with greater specificity and independent of the subtype than current 

prediction tools. 2) Identify the common and specific molecular alterations of the 

primary tumor and the residual tumor after treatment with NAC to understand tumor 

evolution and to identify specific resistance markers. And 3) Establish the spectrum of 

molecular variants associated with the first metastatic niche to establish specific 

metastasis markers and those predictors of it from the primary tumor and the RD. 

 

CHAPTER 1: Prediction of Response to Neoadjuvant Treatment 

The overall percentage of patients who obtain pCR after treatment with NAC is around 

31% (5); It is, therefore, of vital importance to find markers that identify those patients 

who are going to obtain pCR from those who do not before treatment. 

In this scenario, both clinicopathological variables have been identified (mammographic 

tumor size, tumor grade, subtypes determined by immunohistochemistry (IHC), armpit 

lymph node involvement or % of KI67) as well as molecular markers (molecular subtypes 

defined by PAM50, Integrative Cluster (IntClust), or the TRAR model (Trastuzumab Risk 

model) that are related to obtaining pCR (1). Regarding clinicopathological variables, 

tumor size is one of the variables associated with pCR in a distributed cohort in 10.3% 

HER2-enriched, 18.2% Luminal B, 30.6% Luminal A and 32.7% Basal-Like (p <0.001). 

Those tumors with a size of cT1-T2 achieve twice the response to NAC than larger 

tumors (cT3-T4) (2). Another one is tumor histological grade; in a cohort of 560 primary 

tumors, Lips et al. (2013) demonstrated that a high tumor histological grade (G3) 



 

predicted pCR in ER + / HER2 breast tumors and in triple negative tumors (TN) treated 

with NAC plus platinum salts (6). These same results were obtained by Diaz-Redondo 

and colleagues (2019) in a cohort of 259 patients with HER2 + breast tumors (7). The 

use of the Ki67 variable before treatment as a predictor of pCR after treatment with NAC 

has been shown to be useful especially in ER- / HER2 + and TN breast tumors, since 

they are the ones with the highest expression of proliferation-related pathways. In fact, 

several studies indicate that a high percentage of Ki67 (> 50%) is an important predictor 

of response to treatment with NAC (8) (9) (10) (11). Determining the histological 

subtypes based on mainly three markers such as the estrogen receptor (ER), the 

progesterone receptor (PR) and the overexpression of HER2, also determines subgroups 

of patients with a specific long-term result after treatment. Those patients with triple 

negative breast tumors (TN) or with HER2 + will respond better to treatment with NAC, 

while the subtypes that are positive for hormone receptors (ER and PR) will present a 

lower percentage of pCR (12) (13) (14) (3) (4) (5). 

In the scenario of response predictors based on the study of the molecular biology of 

tumors, PAM50, as a subtype classifier based on the expression of 50 genes, is 

postulated to date as the best predictor of response to treatment with NAC given the 

extensive number of publications that support its predictive capacity. Studies derived 

from the clinical trials NOAH, CherLOB, CALGB 40,601, PAMELA and BERENICE, among 

others, conclude that tumors classified as HER2-enriched have a high rate of pCR. 

PAM50 is also capable of differentially predicting pCR within HER2 + tumors determined 

by IHC, so that, of them, those that PAM50 classifies as Luminal A subtype, on the 

contrary, have the lowest pCR ratios (1) (15) (16) (17) (18) (19). When all breast cancer 

subtypes are included, the Basal-Like and HER2-enriched subtypes are associated with 

the highest ratio of pCR. Consistent with the aforementioned, the Luminal A subtype 

(associated in turn to profiles with the least expressed proliferation mechanisms) is the 

one that obtains the lowest response rate and is therefore the subtype of breast cancer 

defined by PAM50 that least benefits from NAC treatment (1) (2) (20) (15). On the other 

hand, the IntClust classification of breast tumors, based on the alteration in the number 

of copies that determines different subtypes and different clinical outcomes, has been 



 

shown to be useful in predicting the response to NAC in a cohort of 100 patients from 

the GEICAM / 2006-03 and GEICAM / 2006-14 clinical trials (21). Finally, in HER2 + 

tumors, a 41-gene signature, called TRAR, demonstrated pCR predictive ability in a 

study derived from the NeoALTTO clinical trial. In this case, it is possible to obtain 

specificity and sensitivity information, such that TRAR obtained in its ROC curve an AUC 

value of 0.73 [22]. Although some of these markers are very promising, such as the 

molecular subtypes of breast cancer defined by PAM50, there is currently no clear 

candidate that is used at the clinical level to distinguish responding from non-

responding patients. 

The objective of the first chapter of this thesis is to characterize patients at the molecular 

level before being treated with NAC and to relate the identified differences with the 

response to treatment retrospectively. By doing this, and applying our knowledge in the 

field of Machine Learning and integrating the clinicopathological characteristics, our 

second objective is to define a predictive signature of pCR that improves the predictive 

value of the current markers. 

 

Study population and methodology 

The most relevant results of this study have been carried out with 84 patients with breast 

cancer, treated with Neoadjuvant treatment. The analyzes have been carried out using 

the diagnostic biopsy before the treatment and the response to the treatment has been 

defined in the tissue from the surgery with the Miller & Payne method. 

To determine the predictive signatures of pCR, we have defined several cohorts based 

on provenance. The cohort where the different predictive models have been defined has 

been called Cohort_Discovery and the cohort where we have validated these predictive 

models has been called Cohort_Validation. Both cohorts have been subdivided according 

to the different breast cancer subtype markers: Allsubtypes, which includes all subtypes 

without distinction of markers, HER2-, which includes all patients without HER2 

amplification or overexpression (without taking into account the ER receptor), and an ER 

+ cohort, which includes ER + / HER2- patients. Therefore, we are going to have 3 sub-



 

cohorts for each cohort. Similarly, the cohort where the predictive signatures have been 

defined has been divided into: Cohort_D_Allsubtypes, Cohort_D_HER2- and 

Cohort_D_ER +, and the cohort where these signatures have been validated has been 

divided into: Cohort_V_Allsubtypes, Cohort_V_HERV_ER2- and Cohort_V_HERV_ER2-. 

In all patients, the main known markers of response to treatment with NAC were 

determined, such as tumor size, histological tumor grade, Ki67 percentage, 

immunohistochemical subtypes of breast cancer and intrinsic subtypes of breast cancer 

determined by PAM50. In order to provide new molecular information to the already 

known markers for obtaining more sensitive and specific predictive models, the 

differences in gene expression of 730 genes implicated in cancer have been analyzed 

between the patients who have obtained pCR and those who have not from the 

Cohort_Discovery. This has been accomplished with Nanostring's nCounter® technology 

and the PanCancer Pathways gene panel. The p-value returned by the statistical test was 

adjusted by the FDR test (false discovery ratio) by the Benjamini-Hochberg method, with 

and adj. p-value <0.05 defining the DE genes. Once all the variables had been 

determined, a univariate analysis was performed using the Likelihood Ratio Test (LTR) 

as goodness of fit, to analyse how each of them were related to the pCR variable. For the 

determination of the predictive signatures, a multivariate analysis with double cross-

validation was performed, internal validation with a LASSO model and external validation 

with Leave-one-out cross-validation (LOOCV). The variables have been divided into 4 

sets, the CLIN data set, which includes the clinicopathological variables, the GENEX data 

set where only the information on the DE genes is included, and the CLIN_GENEX data 

set that combines the information of the DE genes with the clinical variables. The last 

set is PAM50 genes that only includes the variable of the intrinsic subtypes determined 

by PAM50. Predictive models have been determined from all these data sets and from 

all the cohorts. Once the models were defined, their evaluation was carried out by 

determining the area under the ROC curve (AUC). This process was repeated 1000 times 

to obtain more robust results. The same procedure was carried out in the validation 

cohort. 

 



 

Results 

The patients included in the Cohort_Discovery (n = 84), are mostly premenopausal (70%), 

with an average tumor size of 3.7 cm; in 60% of cases, lymph node involvement is 

positive, and 56% have histological tumor grade between 1 and 2. 60% is ER+, 50% PR+ 

and 25% HER2+. In 63% of the cases, Ki67 is less than 50%. The subtypes determined by 

IHC are: 40 Luminal (A + B), 21 HER2+ and 23 TN. As determined by PAM50, 9 Luminal 

A patients, 28 Luminal B patients, 22 HER2-enriched patients and 25 Basal-Like. Out of 

the 84 patients, 56 did not achieve pCR after treatment and 28 did. 

The significantly differentially expressed genes (DE) between patients who have obtained 

pCR and those who have not, are 10: FGFR4, CDC6, GNG4, MYCN, RASGRF1 and IDH2, 

more expressed in patients who obtain pCR, and LEFTY1, FGF10, WNT3 and STK11, less 

expressed in patients who do not get pCR. 

In the univariate analysis, the variables related to the pCR with statistical significance 

were the overexpression of HER2, the breast subtypes determined by IHC, the subtypes 

determined by PAM50 and the differential expression of the genes CDC6, LEFTY1, 

FGFR4, MYCN, IDH2, STK11, FGF10, RASGRF1 and WNT3. 

With multivariate predictive analysis, models with predictive capacity have been 

generated for the 4 data sets in the Cohort_D_Allsubtypes, Cohort_D_HER2- and 

Cohort_D_ER+ cohorts. The variables included in the models, according to the 

importance that the selection of characteristics by LASSO assigns to each one, are 

detailed below. The PAM50 model only includes the variable of the intrinsic breast 

subtypes defined by PAM50. 

Regarding the variables selected by LASSO and the predictive capacity of the models, in 

cohort_D_Allsubtypes, the CLIN_Allsubtypes model (AUC 0.55) includes the HER2 

overexpression variable; the GENEX_Allsubtypes model (AUC 0.79) includes the 

expression of CDC6 genes, FGFR4, LEFTY1, STK11 and IDH2. On the other hand, the 

combination of HER2 overexpression and clinical lymph node involvement, together with 

the information on the gene expression of the FGFR4, LEFTY1, STK11, CDC6 and IDH2 



 

genes, form the CLINGENEX_Allsubtypes predictive model (AUC 0.74). The PAM50 model 

in this cohort obtained an AUC of 0.51. 

In cohort_D_HER2-, the CLIN_HER2- (AUC 0.6) model includes the variables histological 

tumor grade and tumor size, the GENEX_HER2- (AUC 0.83) model includes the 

expression of the FGFR4, LEFTY1 and STK11 genes. The combination of tumor size and 

clinical lymph node involvement, ER status plus information on the gene expression of 

the FGFR4, LEFTY1 and STK11 genes, form the CLINGENEX_HER2- (AUC 0.85) predictive 

model. The PAM50 model in this cohort obtained an AUC of 0.52. 

In cohort_D_ER+, the CLIN_ER+ (AUC 0.71) model includes the variables clinical tumor 

size, histological tumor grade and clinical lymph node involvement, the GENEX_ER+ 

model (AUC 0.96) includes the expression of the CDC6, FGFR4, LEFTY1, RASGRF1, WNT3 

and GNG4. The combination of clinical lymph node involvement, histological tumor 

grade, tumor size, PR status together with the information on the gene expression of 

the FGFR4, LEFTY1, WNT3, CDC6 and GNG4 genes, form the CLINGENEX_ER+ predictive 

model (AUC 0.96). The PAM50 model in this cohort obtained an AUC of 0.76. 

The ratios of the AUCs between the predictive models defined in this work and PAM50 

give us an idea of the comparative advantage of the models. Among all the cohorts, the 

highest value of the ratio is found between the CLINGENEX_HER2- and PAM50 model 

(1.62) and the GENEX_HER2- and PAM50 model (1.58), in patients with HER2- tumors. 

In the cohort that includes all breast cancer subtypes, we observe the predictive 

advantage between the GENEX_Allsubtypes and PAM50 (1.54) and 

CLINGENEX_Allsubtypes and PAM50 (1.45) models. The models where only 

clinicopathological variables are included do not have great advantages with respect to 

the PAM50-based one. 

Regarding the validation of the results, the improvement in terms of prediction that we 

have observed with the inclusion of the gene expression information in the models is 

maintained. It is worth highlighting the CLINGENEX_Allsubtypes model, in which the AUC 

remains at 0.74 in the validation cohort, and in the ER+ cohort, for which the predictive 

value of CLINGENEX_ER+ has an AUC of 0.76. 



 

Discussion 

In the context of predicting response to treatment with NAC, we propose that the 

information on the gene expression of the following DE genes from the panel of 730 

genes analyzed among patients with pCR and non-pCR: FGFR4, CDC6, GNG4, MYCN, 

RASGRF1 , IDH2, STK11, WNT3, FGF10 and LEFTY1, provide greater predictive power and 

is reflected in the improvement in the AUCs of the models that include them, as is the 

case of CLINGENEX in the cohort of all subtypes or when it is limited to a ER+ population. 

Of these genes, we want to highlight the role of the FGFR4 and LEFTY1 genes since they 

are always chosen in the prediction algorithm in all the analysed cohorts. FGFR4 is a 

membrane tyrosine kinase, and the aberrant activation of this protein has been 

associated with tumor progression and survival (22). LEFTY1 is a tumor suppressor gene, 

related to the proliferation of progenitor cells of the mammary epithelium, and to 

stemness phenotypes (23). 

In order to verify the real scope of the predictive improvement of the models that we 

propose with the pCR markers that currently exist, we designed a model with the 

clinicopathological variables (CLIN), and another one that only includes the variable 

PAM50 (1). In all cases, the inclusion or composition of the expression variable of the 

DE genes in the models increased the predictive power of pCR in relation to the other 

models based solely on the clinicopathological variables, which include PAM50, or 

PAM50 as the only variable. Therefore, these DE genes provided signatures based on the 

differences in gene expression in specific oncogenic processes between patients with 

and without pCR, which are also not mere surrogate markers of the tumor subtype as is 

the case with PAM50. 

Tumors with ER positive status are the least responsive to treatment with NAC and, 

therefore, the most susceptible to the suboptimal use of the chemotherapeutic 

treatment. Due to this, identifying markers that better predict which patients will obtain 

pCR from those who will not, becomes even more vital in this type of tumors. Based on 

our results, the CLINGENEX_ER+ signature, with an AUC in our cohort of 0.96, and 

validated with an AUC of 0.76, is positioned as the model with the highest predictive 



 

capacity of response to treatment with NAC, surpassing the current best predictor, which 

is PAM50, in patients with ER+ tumors. 

 

Conclusions 

The information of the genes with differential expression not only provides predictive 

power to the variables already known, but, without the need for the use of classic 

response markers, it is capable of differentiating the patients who are going to obtain 

pCR from those who do not with better predictive value. Especially in the case of ER+ 

patients where the percentage of patients who respond to NAC is minimal, the 

CLINGENEX_ER+ signature can identify with an AUC of 0.96 in our cohort those patients 

who will respond worse and could avoid the adverse effects of the treatment with NAC. 

The information contained in the signatures that include these predictive models has 

made it possible to formulate several hypotheses regarding the mechanisms of 

resistance to neoadjuvant chemotherapy. To test these hypotheses, it is necessary to 

further study the role of the DE genes in our cohort in the response to treatment with 

NAC, especially the FGFR4 and LEFTY1 genes, which in all cohorts are selected as an 

important part of the pCR prediction algorithm. 

 

CHAPTER II: Resistance to treatment with NAC 

The response to treatment with NAC is key to the prognosis of the patient after surgery. 

There are degrees of response ranging from pCR, which is the absence of tumor cells, 

to extensive residual disease, through a spectrum of intermediate RD values (1). The 

presence of RD after treatment with NAC is a fundamental prognostic factor. Reduction 

in tumor burden after treatment has been shown to be associated with increased 

disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) (9) (10) (13) (3). With the idea of 

being able to classify the clinical result according to the characteristics of RD, biomarkers 

have been determined that provide an idea of the tumor status and this in turn has been 

related to a specific clinical result. The determination of Ki67 in the RD, the residual 



 

cancer burden index (RCB) and the residual proliferative cancer burden (RPCB) are some 

of the markers used to assign levels in the RD (1). 

Due to the aggressiveness of triple negative breast cancer (TN) when the cytotoxic effect 

of NAC does not entirely eliminate the tumor, TN BC is the type of breast cancer where 

RD has been most throuroughly studied at the molecular level. Indeed, in this subtype it 

has been found that NAC induces a series of chaotic acquisitions and losses of copy 

number alterations (CNA) in the genome of the cells that survive it. Amplifications in the 

MCL1, MYC, KRAS, BCL9, EGFR, CDKN2A, BIRC2 and BIRC3 genes are found in the RD 

stage when compared with the tumor before treatment (24). The expression of the AR, 

GATA3, ESR2, GBX2, KRT16, MMP28 and WNT11 genes in the RD of TN patients form a 

predictive model for relapse-free survival (RFS) in three years. Those TN patients who in 

RD overexpress genes such as AR or GATA3 (related to Luminal phenotypes) will have 

an RFS of 76.9% compared to 25% of patients who overexpress genes related to Cancer 

Stem Cell markers (CSC) such as KRT16, WNT11 or MMP28 87. 

Beyond residual disease, deterministic metastatic factors are largely lacking after NAC 

treatment and a deeper understanding of their relationship to specific molecular profiles 

of the primary tumor and the RD. A more important concern than even the detection or 

prediction of RD is the development of the distance relapse, as it is responsible for 90% 

of breast cancer-related deaths (25). Currently, there are studies where several 

diagnostic markers of metastatic breast cancer have been established; however, no 

single predictor of metastasis from the RD stage has been determined. 

Therefore, we consider important, and therefore have established as objectives in this 

chapter of the work, 1) the longitudinal study of a homogeneous cohort of NAC 

unresponsive breast cancer patients with paired samples of primary tumor (Pre_T1), RD 

(RD_T2) and metastasis (Mtx_T3) if possible) for the identification of new therapeutic 

targets in RD and 2) to determine the impact of treatment on the development of distant 

metastases. 

 

 



 

Study population and methodology 

A retrospective analysis has been carried out with patients under the following inclusion 

criteria: that they are adult women (older than 18 years) with breast cancer treated with 

NAC (Anthracyclines +/- Taxanes and targeted therapy with Trastuzumab in HER2+ 

patients) and non-responders to treatment with residual disease and metastases. That 

they had at least one sample of tumor tissue from both the primary tumor before 

treatment (Pre_T1) and the residual disease RD (RD_T2) and, if possible, tumor tissue 

material from the first metastatic niche (Mtx_T3). 

All analyzes have been carried out on paraffin-embedded tissue samples. Response to 

treatment has been defined in the surgical biopsy after neoadjuvant treatment, 

according to the Miller & Payne criteria. 

A differential expression analysis (DEA) was carried out with the nSolverTM tool using the 

expression values of the 730 genes of the PanCancer Pathways panel that was generated 

with the Nanostring nCounter® technology; the p-value was adjusted by the Bejamini-

Hochberg method. The statistical limit to define a gene as DE among each comparative 

group is established at an adjusted p-value of 0.05, so that those genes whose 

expression is different with a statistical significance below 0.05 will be considered ED, 

regardless of the magnitude (Log2 FC) of the difference. In all comparisons, the smallest 

time has been taken as a reference. 

 

Results 

The patients included in this part of the study (n = 70 for the comparison Pre_T1 and 

RD_T2 and n = 22 for the comparison Pre_T1, RD_T2 and Mtx_T3) are mostly 

premenopausal (54-68%); they have a clinical tumor size of between 3.7 and 4 cm; most 

of them have positive clinical involvement (54-57%); the tumor grade between 1 and 2 

(55-59%) predominates, the ER+ status is in 61 and 50% of patients, and the 

overexpression of HER2 in 17 and 27%, respectively. The distribution of PAM50 subtypes 

for the cohort where Pre_T1 is compared with RD_T2, was of 9 Luminal A, 26 Luminal B, 



 

14 HER2enriched, and 19 Basal-Like. For the comparison Pre_T1, RD_T2 with Mtx_T3 

the distribution was 5 Luminal A, 4 Luminal B, 6 HER2enriched and 5 Basal-Like. 

In the comparison between the primary tumor and DR (Pre_T1vsRD_T2), we found 112 

DE genes out of the 730 analysed genes. Given their statistical power and difference in 

the amount of change, it is worth highlighting the genes FOS (p = 2.57E-23, Log2 FC -

3.55), NR4A1, and NR4A3 (p = 5.4E-16 and Log2 FC of -2.8 for NR4A1; p = 4.4E-11 

and Log2 FC of -2.2 for NR4A3). These genes are downregulated in the primary tumor 

and show an increase in expression after treatment with NAC. FOS is part of the 

transcription factor AP1. FOS has been previously related to resistance to 

chemotherapeutic treatment (26) (27), consistently with the findings of our study. This 

gene has been associated with cellular adaptation to changes in the tumor environment 

in cell lines and the low expression of this gene has been associated with sensitivity to 

treatment (28). NR4A1 and NR4A3 are thyroid hormone receptors. The decrease in 

NR4A1 has been related to an attenuation of the JNK-AP-1-Cyclin D1 pathway (29), 

which could also be related to the low values of FOS in the primary tumors of our cohort. 

NR4A1 has also been shown to be a very potent activator of the TGF-B pathway and to 

contribute to tumor progression, epithelial-mesenchymal transition processes, and cell 

migration (30), which is consistent with the resistant phenotype of RD. On the other 

hand, NR4A3 has tumor suppressor and pre-apoptotic functions (31). 

Among the 112 DE genes, there are members of the Wnt family (WNT7B, Log2 FC 1.1; 

WNT16, Log2 FC -1.4; WNT2, Log2 FC 0.9; WNT11, Log2 FC -0.8), membrane receptors 

(PRLR, Log2 FC 1; IL1R2, Log2 FC -0.8; LIFR, Log2 FC -0.7; LEPR, Log2 FC -0.9; CSF3R, 

Log2 FC 0.8), phospholipases (PLA2G5, Log2 FC -0.8; PLA2G2A, Log FC -1.3; PLA2G10, 

Log2 FC 0.9; PLA2G4E , Log2 FC -1.5), voltage-dependent calcium channel subunits 

(CACNG4, Log2 FC 2; CACNA2D3, Log2 FC -0.9; CACNG1, Log2 FC 0.9; CACNB3, Log2 

FC 0.8; CACNA1G, Log2 FC -0.7) and subunits of integrins (ITGA2, Log2 FC 0.8; ITGB6, 

Log2 FC 1.6; ITGB4, Log2 FC 0.8; ITGA7, Log2 FC -1.2). 

On the other hand, the PLAU and STAT genes, which have previously been related to 

sensitivity to treatment with NAC when the tumor is compared before and after treatment 



 

(32), are more expressed in our cohort in those patients that are sensitive to the 

treatment (Log2 FC 1.12, p = 0.0008 and Log2 FC 1.34, p = 0.0004, respectively) in 

coherence with the previous results. The expression of the WNT11, which has been 

reported as upregulated in those patients who do not respond satisfactorily to treatment 

with NAC in the same work (32), is also associated with resistance in our dataset (Log2 

FC -0.8, p = 0.038). 

In the comparison between residual disease and metastatic disease (RD_T2vsMtx_T3), 

we have identified 30 DE genes. Of these, three genes whose expression is increased in 

metastatic disease are of special importance: the MAPK8IP2 gene (Log2 FC -2.8, p = 

3.98E-05), the IL22R gene (Log2 FC -2.71, p = 1.14E-04) and the LAMB4 (Log2 FC -2.5, 

p = 0.0014). The protein product of the MAPK8IP2 gene is related to the increase in 

stemness, and dedifferentiation processes [30, p. 7]. In line with this, MAPK8IP2 is more 

expressed in the metastatic tumor in our cohort. The IL22RA2 gene product is a subunit 

of interleukin 22 and is related to the inflammatory response and regulation of 

tumorigenesis in the colon (RefSeq, 2013). The LAMB4 gene product mediates the 

organization and migration of cells in tissues and, furthermore, has been associated 

with decreased survival of ER+ breast tumors (33). The overexpression of this gene in 

our metastatic samples could be due to the metastatization process where a 

reorganization of the cells in the new tissue occurs. 

Fianlly, the comparison between the primary tumor and the metastatic disease 

(Pre_T1vsMtx_T3) yielded 11 DE genes. Like in the Pre_T1vsRD_T2 comparison, the FOS 

gene is positioned as the gene with the major statistical significance and the greatest 

amount of change between the primary tumor and the metastatic disease (Log2 FC -3.5, 

p = 6.28E-06). 

Overlapping the comparisons in pairs, when the primary tumor is compared with RD and 

with metastasis (Pre_T1vsRD_T2 and Pre_T1vsMtx_T3), the IFNA17, GRIN1, FOS, NR4A1, 

WNT16 and CAMK2B genes are DE in both analyzes, being upregulated in both 

transitions, from the primary tumor to metastasis, with the exception of the CAMK2B 

gene. The overlap of the DE genes of RD versus primary tumor and metastasis 



 

(Pre_T1vsRD_T2 and RD_T2vsMtx_T3), yields RAC3, FGF1, IBSP, WNT16, CAMK2B, ITGB6, 

MAPK8IP2, RASGRP1, and MLLT4 as the common DE genes. In this case, it is important 

to note that there is a decrease in the expression of DE genes in RD, both when compared 

with the primary tumor and when compared with metastasis, with the exception of 

WNT16, whose expression seems to be selected along the evolution of the tumor, 

increasing in RD with respect to the primary tumor and contining the increment towards 

metastasis. Finally, the common DE genes in the metastatic tumor versus the primary 

tumor and RD (Pre_T1vsMtx_T3 and RD_T2vsMtx_T3) are LAMB4, WNT16, NPM2 and 

CAMK2B; in both comparisons, their expression is increased in metastatic disease, 

except for the CAMK2B gene that, although it is more expressed in metastasis with 

respect to the primary tumor and residual disease, it is downregulated in the transition 

to RD. 

The overlap of all the comparison unmasks two common genes: WNT16 and CAMK2B. 

In the case of the WNT16 gene, we have already commented on this possible positive 

selection of its expression after treatment with NAC, due to the progressive increase in 

gene expression between Pre_T1, RD_T2 and Mtx_T3. Therefore, it is interesting to study 

it as a candidate for a quantitative diagnostic marker of these three stages of the disease. 

In the case of CAMK2B, we see a decrease in gene expression after treatment that is 

ultimately recovered in the metastatic tumor. 

 

Discussion 

There are a series of DE genes between the primary tumor and the residual disease that 

have diverse functions; some are transcription factors, such as FOS and JUN that form 

the AP1 transcription factor complex related to the regulation of proliferation and 

apoptosis, and hormone receptors such as NR4A1 and NR4A3; others are membrane 

receptors such as PRLR, IL1R2, LIFR, LEPR and CSF3R; there are also several DE members 

of the Wnt family (WNT7B, WNT16, WNT2 and WNT11), genes related to voltage-

dependent calcium channels (CACNG4, CACNA2D3, CACNG1, CACNB3 and CACNA1G) 

and several types of integrins (ITGA2, ITGB6, ITGB4 and ITGA7), among others. All those 



 

changes that are positively selected after treatment with NAC provide resistance and 

characterize a population that has acquired the molecular mechanisms that are 

necessary to cope with cytotoxic treatment. Of the DE genes between the primary tumor 

and DR identified in this study, PLAU, STAT1 and WNT11 had already been described as 

genes with changes in their expression after neoadjuvant treatment in previous studies 

(1) (32). The expression profile of these genes correspond to the profile that we have 

obtained in our analyzes, supporting their role in the sensitivity to treatment with NAC 

(in the case of PLAU and STAT1) or in the resistance to it (in the case of WNT11). If we 

include the metastatic tumor in the comparison, it should be noted that FOS, NR4A1, 

GRIN1 and IFNA17 are found DE and in the same direction and magnitude in both 

comparisons, that is, less expressed in the primary tumor compared to DR and less 

expressed between the primary tumor with respect to metastasis, without significant 

differences between DR and metastasis. This indicates that, once its expression has 

decreased in the residual tumor, it remains constant and is not informative of the 

transition to metastasis. On the other hand, there is a series of genes such as RAC3, 

FGF1, IBSP, ITGB6, MAPK8IP2, RASGRP1 and MLLT4, which are more overexpressed in 

the primary tumor and in metastatic disease than in RD, without significant differences 

between the primary tumor and metastatic tumor. In this case, we could assume that 

they are genes that will determine metastasis and that they may be related to the 

aggressiveness of the tumor from the start of treatment with NAC. Regarding the 

metastatic disease, we could define that the LAMB4 and NPM2 genes are biomarkers of 

distant relapse when compared with the primary tumor and with RD. The WNT16 gene, 

which is associated with taxane-induced progression and chemoresistance (34), is 

positively selected after NAC, being this selection progressive; its expression increases 

from the primary tumor to the RD and from the RD to the metastatic tumor, which 

indicates a plausible selection of super clones. On the other hand, the CAMK2B gene, 

involved in calcium signaling, has been associated in previous studies with response to 

treatment with NAC (35). In our cohort, this gene is more expressed in the primary tumor 

than in RD after NAC, supporting the existing data. According to our longitudinal 

analysis, the gene expression of CAMK2B increases significantly even much more in 



 

metastasis than in the primary tumor, where it has a higher expression than in RD. 

Therefore, it becomes a candidate for a metastasis biomarker. 

 

Conclusions 

Based on our results and the proposed objectives, a predictive signature has been 

identified based on the biological differences found between patients who obtain pCR 

from and those who do not, independently of the subtype, and which improves the 

current prediction tools. This improvement in the identification of responding versus 

non-responding patients is more notable in ER+ patients; This is especially relevant 

because these patients are the ones who least respond to NAC and therefore the ones 

who would benefit the most from a more specific discrimination. 

In addition, both common and specific gene expression alterations have been identified 

in the primary tumor when compared with residual disease and the first metastatic niche. 

An inactivation of the gene expression of the IFNA17, GRIN1, FOS NRA41 and WNT16 

genes is shown in the primary tumor against residual disease and metastatic disease, 

where they are more expressed. The overexpression of these genes in RD could provide 

a series of new markers that need to be further investigated to propose new therapeutic 

targets in residual disease once treatment with NAC has not been effective. Regarding 

the metastasis, our results propose four DE genes between metastasis versus residual 

disease and primary tumor. LAMB4 and NPM2 as DE genes with higher expression only 

in metastasis, CAMK2B as a gene that is selected negatively after NAC in residual disease 

but that recovers its activity in metastatic tumor, and WNT16 as a possible marker of 

unfavorable evolution of the tumor after NAC towards metastasis. 

 

Impact 

The results of this doctoral thesis represent an advance in the molecular knowledge of 

the different moments of breast cancer treated with NAC from the primary tumor to the 

distant relapse. Predictive models of pCR, as well as the molecules that differentially 



 

define RD and metastasis are the basis for the implementation of precision medicine and 

the discovery of new therapeutic targets for resistance in this highly prevalent disease, 

and whose relapse involves 90% of deaths related to it. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Lista de abreviaturas 

 
AIC Akaike Information Criteria 

AED Análisis de expresión diferencial 

ASR Ratio de edad estandarizado (age-standardized rates) 

AUC Área bajo la curva (area under the curve) 

BIC  Bayesian Information Criteria 

BL1 Basal-Like 1  

BL2 Basal-Like 2  

CISH  Hibridación in situ cromogénica  

CK5/6 Citoqueratinas 5/6  

CM Cáncer de mama  

CNAs Alteraciones en el número de copias (copy number alterations) 

cT Tamaño tumoral clínico  

DE Diferencialmente expresados  

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

EMT Transición Epitelio-Mesénquima (epithelial-mesenchymal transition) 

ER Receptor de Estrógenos (estrogen receptor) 

FFPE Muestras incluidas en bloques de parafina (formalin-fixed paraffin-embedded) 

FISH Hibridación in situ fluorescente 

H&E Hematoxilina y Eosina  

HER2 Factor de crecimiento epidérmico humano 2 (human epidermal growth factor 2)  

HR Hazard ratio 

IHQ Inmuhistoquímicos 

ILRD Intervalo libre de recurrencia a distancia  

IM Inmunomodulatory 

IntClust Integrative Cluster  

LAR Luminal androgen receptor  

Log2 FC logaritmo en base 2 del Fold Change  



 

LOOCV Leave-one out cross-validation 

LRT Likelihood Ratio Test  

M Mesenchymal 

MCE Muerte con enfermedad 

MSL Mesenchymal stem-like  

NAC Quimioterapia neoadyuvante (Neoadyuvant chemotherapy) 

OMS Organización mundial de la salud  

OR Razón de momios (Odds Ratio)  

pCR Respuesta completa patológica (pathological complete response) 

PR Receptor de progesterona (progesterone receptor) 

RCB Carga del tumor residual (residual cancer burden)  

RD Enfermedad residual (residual disease) 

RL Regresión logística 

RPCB Carga residual proliferativa del cáncer (Residual Proliferative Cancer Burden)  

RUV Removing unwanted variation 

SG Supervivencia global  

SLE Supervivencia libre de enfermedad 

SLR Supervivencia libre de recaída 

SLRD Supervivencia Libre de Recaída a Distancia  

SNP Polimorfismos de nucleótido único (single nucleotide polymorphism) 

TCGA The Cancer Genoma Atlas  

TILs Linfocitos infiltrantes en tumor (Tumor infiltrating lymphocytes) 

TN Triples negativos 

TRAR Trastuzumab Risk model 
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1. Introducción general 

 

 

 
En la vida no hay cosas que temer, 

sólo hay cosas que comprender. 

Marie Curie 
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1.1. EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER DE MAMA 

El cáncer de mama (CM) es el tumor más frecuente ente la población, y no solo femenina, 

sino a nivel mundial. Según los datos proporcionados por GLOBOCAN 2020, la incidencia 

del CM en la población en general en el año 2020 fue del 11.7%, seguido del cáncer de 

pulmón (11.4 %) y de colon (10%). En cuanto al número de muertes, es el tipo de tumor 

que más muertes ocasiona en mujeres (15.5%) (Figura 1, B). En cuanto a la distribución 

de la incidencia a nivel mundial, según la ratio de edad estandarizada (ASR, age-

standardized rates), Bélgica tiene el valor de incidencia más alto (113.2 por cada 

100.000 mujeres), seguida de Australia, Estados Unidos y Argentina (96, 90.3 y 73.1 por 

cada 100.000 habitantes, respectivamente) (Figura 1, C). Según las estimaciones en base 

al crecimiento en la incidencia del CM, la organización mundial de la salud (OMS) estima 

que en el 2040 habrá un 20.3% más de muertes con respecto al 2020 a causa de esta 

enfermedad (36).  
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Figura 1. Datos de la fuente Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. HETEROGENEIDAD EN EL CÁNCER DE MAMA: SUBTIPOS Y 

CLASIFICACIONES 

El cáncer de mama es un conjunto de enfermedades heterogéneas que muestra una 

variación sustancial en su clínica y en sus características moleculares. Existen diversas 

aproximaciones para capturar dicha heterogeneidad que, además, proporcionan un 

importante valor pronóstico y predictivo.  

1.2.1. Grado y clasificación histológica 

El grado histológico evalúa en una escala del 1 al 3 cómo de similar es un tumor con 

respecto a un epitelio normal: un bajo grado histológico es más similar a un epitelio 
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Figura 2. Principales tipos y grados histológicos en el cáncer de mama. A) Tipos histológicos: desde izquierda arriba 
hasta abajo derecha: cáncer de mama ductal invasivo, medular, tubular, cribiforme, mucinoso y metaplásico. B) Grados 
histológicos: (a) tumor de mama bien diferenciado (grado 1), (b) tumor de mama moderadamente diferenciado (grado 
2) y (c) pobremente diferenciado (grado 3). Figuras obtenidas del Atlas de genética y citogenética en oncología y 
hematología.  

normal que un tumor con alto grado (37).  La mayoría de los carcinomas de mama se 

clasifican como carcinomas ductales invasivos (70-80%), mientras que en torno al 25% 

de los cánceres de mama son caracterizados como “tipos histológicos especiales” que 

engloban los carcinomas lobulares, tubulares, medulares y metaplásicos (Figura 2). Sin 

embargo, esta clasificación histológica no refleja la gran heterogeneidad observada en 

el cáncer de mama; aun así, es un componente esencial en los informes patológicos.  
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Figura 3. Subtipos de cáncer de mama con tinciones inmunohistoquímicas de los 
marcadores ER, PR y HER2. La histología del cáncer se ha determinado usando una 
tinción con hematoxilina y eosina. La imagen procede del artículo de Rivenbark y 
colaboradores, 2013. 

1.2.2. Subtipos Inmunohistoquímicos 

Para determinar el pronóstico y las opciones terapéuticas, de manera rutinaria se 

determina la expresión del receptor de Estrógenos (ER, estrogen receptor), el receptor 

de progesterona (PR, progesterone receptor) y la sobreexpresión o amplificación del 

factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2, human epidermal growth factor 2) 

que determinan los subtipos inmuhistoquímicos (IHQ) (38). En base a estos 

biomarcadores, el cáncer de mama se clasifica en tres subtipos: 1) receptor de hormonas 

positivo o tumores Luminales, que expresan el ER y/o PR (ER+ y/o PR+), 2) tumores 

HER2-positivo, que sobreexpresan o amplifican el HER2 (HER2+) y 3) tumores triples 

negativos (TN), que son negativos para los tres biomarcadores (ER-, PR-, HER2-). Un 

ejemplo de secciones de cáncer de mama inmunomarcadas de los tres subtipos se 

muestra en la Figura 3. La determinación de estos tres subtipos ha mejorado el manejo 

de la enfermedad en términos de resultado clínico debido a la administración de terapias 

dirigidas a los receptores hormonales positivos (terapia hormonal) en el caso de los 

tumores luminales y al HER2-positivo (terapia anti-HER2) en el caso de los tumores 

HER2+.   
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Aunque el uso clínico de estos biomarcadores es muy útil, no predicen respuesta a 

tratamientos emergentes de nuevas terapias dirigidas ni tienen suficiente valor 

pronóstico en la toma de decisiones en el tratamiento quimioterapéutico.  

1.2.3. Subtipos intrínsecos o moleculares 

Los recientes avances en los análisis de expresión génica han llevado al desarrollo de 

clasificaciones de cáncer de mama basadas en los perfiles de expresión génica. Entre los 

estudios pioneros se encuentra el de Perou y colaboradores (2000) (39) (40), que 

propusieron una clasificación que más tarde fue refinada a cuatro categorías con un 

valor pronóstico predictivo de la respuesta al tratamiento: Luminal A, Luminal B, HER2-

enriched y Basal-Like. Estos subtipos son conocidos como “subtipos intrínsecos” debido 

a que son definidos por sets de genes intrínsecos con una gran variación en la expresión 

génica entre los diferentes subtipos y no entre muestras del mismo tumor (sus patrones 

de expresión son característicos de cada tumor y no debido a la toma de la muestra). El 

subtipo Luminal A (del 50 al 60% de todos los cánceres de mama en mujeres) es 

usualmente positivo para los receptores hormonales (ER+ y/o PR+), tienen baja 

proliferación (Ki67<14%) y la menor ratio de recaída y por lo tanto mejor pronóstico 

(40). El subtipo Luminal B (del 15 al 20%) es positivo para los receptores hormonales y 

tiene un perfil de proliferación más alto que el Luminal A pero menos que los subtipos 

HER2-enriched o Basal-Like, grado histológico alto, peor pronóstico que el Luminal A y 

una respuesta más baja al tratamiento endocrino que el Luminal A. El subtipo HER2-

enriched (15 al 20%) se define por la sobreexpresión de HER2 (u otros genes en el 

amplicón 17q12) y morfológicamente está caracterizado por alta proliferación, alto 

grado histológico y alto grado nuclear. El subtipo Basal-Like (del 15 al 20%) es el subtipo 

más heterogéneo y está compuesto principalmente por tumores que han perdido la 

expresión de los receptores hormonales y la sobreexpresión/amplificación del HER2 (por 

ejemplo, los tumores TN en la clasificación de cáncer de mama basada en la 

inmunohistoquímica). Los tumores Basal-Like expresan altos niveles de citoqueratinas 

basales, alto perfil de proliferación (Ki67>50%) y presentan una historia natural más 

agresiva y peor supervivencia que el resto de los subtipos (41) (42). 
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Basados en esos subtipos intrínsecos, una firma de 50 genes, PAM50, fue desarrollada 

por Parker y colaboradores (43) permitiendo el desarrollo de ProsignaTM, un test 

aprobado por la FDA y con la marca CE que permite identificar el subtipo intrínseco de 

un tumor y estimar el riesgo de recurrencia de aquellos tumores con receptores de 

hormonas positivos. Otras pruebas basadas en la expresión génica, como Oncotype 

DXTM (44), MammaPrint® (45) y Endopredict® (46) predicen la recurrencia, pero no 

proporcionan información sobre los subtipos intrínsecos del cáncer de mama.   

Derivado de este proyecto de tesis, se ha realizado un profundo análisis que ha sido 

publicado en una revista de impacto, donde se especifican los últimos estudios de la 

respuesta al tratamiento con quimioterapia Neoadyuvante, los factores predictivos de 

esta y la caracterización de la enfermedad residual (1). A continuación, se va a detallar 

la información más importante.  

1.3. QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE EN EL CÁNCER DE MAMA 

El tratamiento con quimioterapia neoadyuvante (NAC, neoadyuvant chemotherapy), 

basado en la administración de quimioterapia estándar (Antraciclinas+/-Taxanos más 

Trastuzumab en aquellos tumores de mama HER2+) antes de la cirugía, es ampliamente 

usado en el tratamiento del cáncer de mama temprano y localmente avanzado (47). El 

principal objetivo de la NAC es el incremento de la preservación de la mama (fomenta la 

reducción del tumor) y la obtención de respuesta completa patológica (pCR, pathological 

complete response), que mejora la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la 

supervivencia global (SG) del paciente. Además, la implementación de la NAC ha 

permitido la búsqueda de nuevas dianas terapéuticas y es un excelente modelo in vivo 

para investigar los mecanismos de resistencia y sensibilidad de las nuevas terapias.   

1.3.1. pCR y enfermedad residual  

 la paciente a largo plazo después de la cirugía. Esta respuesta se determina con un 

examen patológico del tejido de la mama y de los ganglios linfáticos axilares que son 

extraídos quirúrgicamente después de la NAC. La respuesta al tratamiento puede ser 

dicotomizada en la obtención de pCR o la presencia de enfermedad residual (RD, residual 

disease). La pCR se define como la ausencia de células cancerosas invasivas en la mama 
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o en los ganglios linfáticos (ypT0/Tis ypN0), mientras que la RD se define como la 

presencia de células cancerígenas invasivas en la mama y en los ganglios linfáticos.  

Existen diferentes tipos de gradación y clasificación de pCR y de la RD que han sido 

establecidos dependiendo de la examinación patológica empleada. Las clasificaciones 

como Miller and Payne (48), y la carga del tumor residual (RCB, residual cancer burden) 

(49) cuantifican la respuesta a la NAC en diferentes grados, donde uno es pCR y el resto 

corresponde con un espectro de valores que reflejan la extensión de la RD. La 

clasificación por Miller and Payne, que es la clasificación que vamos a usar en este 

trabajo como método de medir la respuesta al tratamiento, se relaciona con la SG y con 

la SLE (p=0.02 y p=0.04, respectivamente) y es un predictor independiente de la SG (48). 

La relación entre la respuesta al tratamiento, pCR, y la mejoría en cuanto al resultado 

clínico a largo plazo de la paciente ha sido establecido (12) y se ha demostrado que es 

especifico de subtipos (3). En el caso de los subtipos HER2+ y TN por IHQ y HER2-

enriched y Basal-Like por PAM50 la obtención de pCR se relaciona con un mejor 

resultado del paciente al largo plazo. En el caso de los subtipos Luminales existe mejoría, 

pero no es tan notable ya que estos tienen mejor pronóstico que el resto de los subtipos 

desde el inicio (3). Cuando se obtiene pCR el riesgo de muerte se ve reducido en un 92% 

en el caso de los tumores HER2+, un 84% en tumores de mama TN y un 71% en los 

tumores con los receptores hormonales positivos (50) (51). En general, los pacientes que 

obtienen pCR tras el tratamiento con NAC tienen mucha menos probabilidad de recaer 

que aquellos que presentan RD (12) (52) (53) (54) (13). El porcentaje general de pCR en 

el cáncer de mama tras el tratamiento con NAC es del 31%; este porcentaje varía según 

el subtipo, en aquellos HR+/HER2- es del 12%, en TN del 40% y del 47% en HER2+ 

(tratado con NAC+Trastuzumab) (13). Teniendo en cuenta el carácter pronóstico de la 

obtención de pCR, es de vital importancia determinar de antemano qué pacientes van a 

responder a la NAC, sobre todo en aquellos subtipos donde se ha visto que la ratio de 

obtención de pCR tras la NAC es bastante baja como en el caso de los tumores ER+, para 

así poder diseñar la mejor estrategia terapéutica.  
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1.3.2. Factores predictivos de pCR 

La utilidad de la pCR como subrogado del resultado clínico ha llevado a la búsqueda de 

biomarcadores que predigan pCR, particularmente en el escenario donde la NAC no es 

efectiva, en el 70% de las pacientes (13). Para que la información sea más clara hemos 

divido los factores predictores de pCR en dos; por un lado, aquellos que están 

relacionados con las características clinicopatológicas de las pacientes, clásicamente 

usados, y por otro lado aquellos factores determinados por los avances en la biología 

molecular del CM, detallando, sobre todo, la firma PAM50.  

1.3.2.1. Factores clínicopatológicos predictivos de pCR  

Los factores predictivos de pCR clinicopatológicos más estudiados son el tamaño 

tumoral clínico, el grado histológico tumoral, los subtipos IHQ y el porcentaje de Ki67 

antes del tratamiento.  

El tamaño tumoral clínico (cT), se ha demostrado que es un predictor independiente de 

pCR en diferentes estudios. Tanto en una cohorte de 957 pacientes con CM (2) como en 

otra de 2046 (52) se demostró que el tamaño tumoral se relacionaba con la obtención 

de pCR (p<0.001). En aquellos pacientes con un tamaño T1-2 obtienen 

aproximadamente el doble de pCR que aquellos con un tamaño T3-4  (2). Tamaños de 

T1-2 fueron predictores independiente de pCR (p=0.001, OR 3.15) (52).  

El grado tumoral histológico es un predictor de respuesta al tratamiento con NAC (6) 

(55). Elalto grado histológico (G3) fue uno de los mejores predictores de pCR tras el 

tratamiento con NAC en una cohorte de 560 pacientes con CM (p<0.004) (6). Los 

tumores con un grado histológico 3 obtienen pCR (p<0.0001) en un 31%, mientras que 

los grados G1 y G2 raramente consiguen pCR (56).  

Debido al mecanismo antimitótico del tratamiento con NAC, el porcentaje de Ki67 

presente en la biopsia diagnóstica antes del tratamiento es un factor predictivo de pCR, 

sobre todo en aquellos pacientes con los mecanismos proliferativos más activos, como 

es el caso de tumores de mama HER2+ y TN (57) (8). Aquellos tumores con un porcentaje 

de Ki67>50 obtenían una ratio de pCR mayor que aquellos con Ki67<50% (40 vs 19%, 
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respectivamente, p=0.0004) (8). En un estudio realizado en una cohorte TN, aquellos 

tumores con un alto porcentaje de Ki67 tenían una respuesta de 3.36 veces mayor al 

tratamiento con NAC que aquellos con un porcentaje de Ki67 bajo (9). Esta variable 

clinicopatológica no tiene factor predictivo en aquellos tumores donde las vías de 

proliferación no están activadas, como es el caso en los tumores de CM ER+ (57) (10). 

Con respecto al valor predictivo de pCR, es importante enfatizar que la ventaja de 

supervivencia asociada a la obtención de pCR se limita a los subtipos de CM y que cada 

uno de ellos tiene una ratio diferente de obtención de esta. Si nos centramos en los 

subtipos IHQ, aquellos tumores con sobreexpresión de HER2 van a obtener la ratio más 

alta de respuesta al tratamiento (>47% de pCR), estando estos resultados avalados por 

numerosos estudios (14) (13) (3) (4).  Los tumores TN también obtienen un porcentaje 

alto de respuesta, mientras que este es el menor en los Luminales (ER+) (4) (5). 

1.3.2.2. Factores moleculares predictivos de pCR 

1.3.2.2.1. Subtipos intrínsecos determinados por PAM50 

Como ya hemos mencionado con anterioridad, PAM50 es una firma basada en la 

expresión génica de 50 genes que agrupa a los tumores de mama en cuatro subtipos 

con diferentes características y diferentes ratios de pCR. Por lo tanto, la determinación 

de los subtipos moleculares por PAM50 es una herramienta para estratificar los 

pacientes en base de la obtención de pCR especifico de cada subtipo.  

En los estudios donde se ha analizado el poder predictivo de la pCR en cohortes con una 

representación de todos los subtipos, los resultados concluían, como era de esperar por 

lo conocido en los subtipos IHQ, que los subtipos HER2-enriched y Basal-Like 

presentaban las ratios más altas de pCR (p<0.001 y p<0.001, respectivamente) (2) (11), 

y que el subtipo Luminal A predecía las ratios de pCR más bajas comparadas con las del 

resto de los subtipos (razón de momios (OR, Odds Ratio) 0.34 y p<0.037) (20).  

Los tumores de mama definidos como HER2+ por IHQ han sido los más estudiados 

desde el punto de vista de la obtención de pCR, además de los subtipos definidos por 

PAM50, debido sobre todo al estudio de la combinación de NAC con terapias anti-HER2, 
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como Trastuzumab, Lapatinib y Pertuzumab. Enmarcados dentro de diferentes ensayos 

clínicos (NOAH, CherLOB, CALGB, PAMELA o BERENICE) los resultados definen un grupo 

de tumores HER2-enriched dentro de los tumores HER2+ por IHQ, como aquello que 

van a obtener el ratio más alto de respuesta al tratamiento con NAC cuando son 

comparados con ese otro grupo de tumores no-HER2-enriched. Dentro de ese grupo 

no-HER2-enriched, aquellos tumores definidos como Luminal A por PAM50 obtienen la 

ratio más baja de respuesta al tratamiento (15) (16) (17) (18) (19) (7). El uso del 

clasificador PAM50 para predecir la respuesta al tratamiento ha demostrado ser más 

específico que los clásicos subtipos por IHQ, ya que dentro de una cohorte homogénea 

de HER2+ por IHQ, PAM50 es capaz de distinguir tumores con un comportamiento 

antagónico con respecto a la respuesta a la NAC (HER2-enriched vs Luminal A).  

1.3.2.2.2. Otros predictores moleculares de pCR 

Predictores como DLDA-30 (basado en la expresión de 30 genes) o GGI (que combinaba 

la expresión de 97 genes relacionados con el grado tumoral y otros parámetros clínicos) 

fueron pioneros en la predicción de pCR tras el tratamiento con NAC con una precisión 

en la predicción (accuracy) de 0.76 y 0.71 respectivamente (58) (59). Desde entonces 

muchas han sido las mejoras realizadas con el método para refinar la predicción, siendo 

cada vez más rigurosos, la especificidad y el uso de los avances en la biología molecular.   

El estudio de las alteraciones en el número de copias (CNAs, copy number alterations), 

expresión génica y polimorfismos de nucleótido único (SNPs, single nucleotide 

polymorphism) procedente de la información generada de proyectos tan ambiciosos 

como The Cancer Genoma Atlas Network (TCGA), han sido la base de los análisis 

integrativos que definen 10 clústeres (IntClust 1-10) que redefinen los subtipos de 

cáncer de mama con diferentes características clínicas y de resultados clínicos (60). Los 

IntClust 1-2-6-9 podrían definirse como Luminales con mal pronóstico, los 3-4-7-8 

como luminales con buen pronóstico, el IntClust 10 como Basal-Like y el 5 como HER2-

enriched. El IntClust 2 obtiene las ratios más bajas de pCR (0%) mientras que el IntClust 

10 obtiene las ratios más altas de respuesta (37%).  
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Tal y como ocurre en los subtipos de CM definidos por IHQ, los subtipos moleculares 

determinados por PAM50 y los IntClust, la información acerca de la predicción de pCR 

es subrogada del subtipaje previo del cáncer de mama.  

Debido a la agresividad que presenta el tumor cuando los subtipos de CM HER2+ y TN 

no obtienen pCR tras el tratamiento con NAC, se han definido predictores únicos para 

dichos subtipos. Por ejemplo, en el caso de tumores HER2+ tratados con NAC-

Trastuzumab, se ha definido un predictor de respuesta al tratamiento llamado 

Trastuzumab Risk model (TRAR) basado en la expresión de 41 genes donde el poder de 

predicción de pCR o área bajo la curva (AUC, area under the curve) era de 0.73. Este 

poder de predicción variaba según si el tratamiento con Trastuzumab era sustituido por 

Lapatinib (AUC 0.76). Cuando la información de TRAR es combinada con las variables 

clinicopatológicas, el valor predictivo aumentaba hasta superar al clasificador PAM50 

(AUC 0.78 vs 0.74), siendo un ejemplo de la sinergia que debe haber entre la clínica y 

los estudios moleculares (61).  

En el caso de tumores de mama TN, Lehmann y colaboradores, definió seis entidades 

moleculares dentro de este subtipo, con diferentes características moleculares y 

respuesta al tratamiento: Basal-Like 1 (BL1), Basal-Like 2 (BL2), Inmunomodulatory (IM), 

Mesenchymal (M), Mesenchymal stem-like (MSL) y Luminal androgen receptor (LAR) (62) 

(63) (64). El subtipo BL1 tiene el perfil más proliferativo con un porcentaje de Ki67>50%, 

y obtiene la ratio mayor de pCR, sobre todo en pacientes tratados con NAC y sales de 

platino (80%).  El subtipo LAR, que corresponde a tumores HER2-enriched y Luminal A 

por el clasificador PAM50, es el subtipo con menor ratio de respuesta al tratamiento con 

NAC (14.3%) (64).  

1.4. ENFERMEDAD RESIDUAL EN CÁNCER DE MAMA TRAS EL TRATAMIENTO 

NEOADYUVANTE 

Como hemos mencionado previamente, la presencia de células tumorales después del 

tratamiento Neoadyuvante es un factor pronóstico fundamental. Muchos estudios 

revelan que el grado del reducción del tumor después de la NAC está asociado con un 

incremento de la SLE y de la SG (12) (3) (53) (13). A continuación, vamos a describir los 
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diferentes biomarcadores de la RD que son usados para determinar el resultado a largo 

plazo de los pacientes tras el tratamiento con NAC y de la cirugía. 

1.4.1. Determinación del Ki67 después del tratamiento Neoadyuvante 

En 2009, Jones y colaboradores fueron pioneros en determinar el resultado del poder 

predictivo del marcador de proliferación Ki67 tras el tratamiento con NAC. En una 

cohorte de 130 pacientes con muestras pareadas entre tumor primario y RD, llegaron a 

la conclusión de que la reducción de Ki67 después del tratamiento con NAC era un fuerte 

predictor del resultado clínico en pacientes que no consiguen pCR (p<0.001; HR 1.6) 

(65). Esta reducción en Ki67 después del tratamiento con NAC fue correlacionada con 

una mejor DFS y OS, particularmente en el subtipo Luminal B. Además, el análisis 

multivariante mostró que la falta de reducción en Ki67 durante el tratamiento con NAC 

incrementaba significativamente el Hazard ratio (HR) de la recurrencia y de la muerte 

(3.39 y 7.03, respectivamente) (10).  

En el ensayo clínico GeparTrio, donde se evaluó el valor pronóstico del índice de Ki67 

tras el tratamiento con NAC, 1151 pacientes con cáncer de mama (484 con pCR y 667 

con RD), fueron divididas en tres grupos según su % de Ki67; el grupo de Ki67 bajo (0-

15%), el grupo de Ki67 medio (15.1-35%) y el grupo de Ki67 alto (>35.1%). El resultado 

del tratamiento a largo plazo del grupo con Ki67 bajo fue equiparable al grupo de 

pacientes que obtenían pCR (p<0.211 para la SLE y p<0.779 para la SG). El grupo de 

pacientes con Ki67 alto tuvo más riesgo de recaída de la enfermedad (p<0.0001) y 

muerte (p<0.0001) que los grupos de pacientes con Ki67 bajo y medio (57) (66). 

1.4.2. Índice de carga residual de cáncer 

Como hemos mencionado con anterioridad, el no conseguir pCR tras el tratamiento con 

NAC está relacionado con un mal pronóstico a largo plazo (12) (3) (53) (13). Por esta 

razón, la RD ha sido exhaustivamente caracterizada para definir una estratificación de 

pacientes acorde al resultado a largo plazo del tratamiento con NAC. El RCB es un 

sistema que cuantifica la enfermedad residual basada en seis parámetros como son: la 

celularidad, el porcentaje de carcinoma in situ, el número de nodos metastásicos, el 

diámetro de la lesión metastásica más grande y el tamaño del tumor residual que queda 
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tras el tratamiento. Se han determinado 4 grupos diferentes según el resultado de los 

pacientes a largo plazo: RCB-0 (pCR), RCB-I (mínima RD), RCB-II (moderada RD) y RCB-

III (RD extensa). Symmans et al. (2007) aplicaron este sistema a una cohorte de 382 

pacientes con diferentes tratamientos y demostraron que el RCB era un predictor 

independiente de Supervivencia Libre de Recaída a Distancia (SLRD), siendo además 

reproducible y costo-efectiva. Los índices RCB-0 y RCB-I tenían similar SLRD (5.4% y 

2.4% respectivamente), mientras que el índice RCB-III se asociaba al mayor porcentaje 

de SLRD (53.63%) (49). Esto a priori no parece tener mucho sentido ya que obtener pCR 

está relacionado con una buena respuesta a largo plazo y esta es equiparable con el 

índice RCB-0, pero cuando caracterizamos grupos según el subtipo de cáncer de mama, 

vemos que en aquellos tumores HR+/HER2-  con RCB-III son en su mayoría Luminal A 

definidos por PAM50 (p<0.01) (67), que aunque no respondan tan bien al tratamiento 

con NAC, como el HER2-enriched o el Basal-Like, sí que han sido relacionados con un 

buen resultado del paciente a largo plazo. Consistente con el hecho de que aquellos 

tumores ER+ y PR+ tienen menos probabilidad de conseguir pCR, en un estudio reciente 

se observó que los genes codificantes de dichos receptores (ESR1 para ER y PGR para PR) 

estaban sobreexpresados en pacientes con RCB-II y RCB-III y no lo estaba en aquellos 

pacientes con pCR o RCB-0/I (p=0.00053 y 0.0061, respectivamente). ESR1 estaba más 

expresado en RCB-III con respecto a RCB-0/I y RCB-III (p=0.041). Por otra parte, el nivel 

de expresión de MKI67 fue más bajo en RCB-III que en RCB-0/I y RCB-II (0.0029). 

Finalmente, en el subtipo TN, y probablemente relacionado con su desfavorable 

pronóstico, el índice RCB-III fue más asociado con un alto estadio clínico y alto ratio de 

ganglios linfáticos afectos que los índices RCB-0/I y RCB-II (p<0.01) (67).  

Mientras que el índice RCB podría ser un espejo de los subtipos moleculares de cáncer 

de mama definido por PAM50 en términos de respuesta al tratamiento con NAC, otras 

características del tumor están asociadas, de manera independiente, al resultado del 

tratamiento con NAC y por tanto deberían ser consideradas trasversalmente al índice 

RCB cuando caracterizamos tumores tras el tratamiento. Por ejemplo, en una cohorte de 

109 pacientes con tumores TN con enfermedad residual, el análisis multivariante 

indicaba que tanto los niveles en el estroma de linfocitos infiltrantes en tumor (TILs, 
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Tumor infiltrating lymphocytes) CD4+ como el índice RCB tenían valor pronóstico 

independiente para el intervalo libre de recurrencia a distancia (ILRD) (TILs CD4+: HR 

2.88, p< 0.007 y el índice RCB: HR 12.04, p<0.0001) (68). 

1.4.3. Carga residual proliferativa del cáncer  

La carga residual proliferativa del cáncer o RPCB (Residual Proliferative Cancer Burden) 

aglutina tanto los eventos de Ki67 como los del RCB tras la cirugía. La mejoría en cuanto 

al valor pronóstico del RPCB con respecto a los valores individuales de Ki67 y RPCB es 

notable. El RPCB agrupa con más eficacia a los grupos de pacientes con diferentes ratios 

de SG y SLE (57) (69).  Cabe destacar que el valor pronóstico difiere entre tumores de 

mama ER+ y ER-, de manera que  todas las variables fueron relacionadas con el resultado 

clínico a largo plazo en el grupo de tumores ER- (p<0.001), pero, en tumores ER+, 

donde Ki67 y RCB carecían de valor pronóstico, el RPCB sí lo tenía (χ2=13.3, p<0.003) 

(69). 

1.4.4. Dinamismo molecular de la RD después del tratamiento con NAC 

En el escenario post tratamiento, es particularmente importante identificar las 

alteraciones moleculares inducidas por el tratamiento para poder así relacionarlas con 

los mecanismos de quimio-resistencia. La hipótesis predominante ha sido que ocurre 

una selección de las clonas celulares cancerosas que son resistentes al tratamiento, pero 

es importante caracterizar el dinamismo molecular del tumor durante el tratamiento 

para determinar y definir la resistencia inducida por NAC más allá de los predictores 

basales de pCR. Esto permitiría el diseño y el estudio de tratamientos más específicos y, 

conseguir así mejores resultados clínicos (57). 

Hasta un 30% de las pacientes tratadas con NAC, incluyendo a las pacientes HER2+ 

tratadas con NAC-Trastuzumab, presentan cambios en el estatus de los biomarcadores 

ER y HER2 durante el tratamiento (57) (70). Además, esas variaciones son dependientes 

del tratamiento. Por ejemplo, el 43% de las pacientes HER2+ pierden la positividad de 

dicho marcador tras el tratamiento con NAC-Trastuzumab en comparación con el 9,5% 

de las pacientes tratadas sólo con NAC (57). Dicha perdida del estatus positivo de HER2 

después del tratamiento diana antiHER2 como es el caso de Trastuzumab, podría 
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deberse a la erradicación de manera específica de las clonas HER2+, permitiendo la 

identificación de clonas HER2- preexistentes desde el inicio atribuidas a la alta 

heterogeneidad intratumoral (57). La pérdida de la positividad del biomarcador HER2 

tras la NAC ha sido relacionada con un una peor SLE y peor supervivencia libre de recaída 

(SLR) (p=0.041) comparada con aquellos pacientes que mantienen el estatus HER2+ (57) 

(71) (70).  

En cuanto a los receptores hormonales ER y PR, la pérdida ocurre más que la ganancia 

tras el tratamiento con NAC (72). Esta ganancia está relacionada con una mejoría en 

cuanto al resultado clínico a largo plazo cuando se compara con la pérdida o la ausencia 

de variación, debido, sobre todo, a la adquisición de una nueva diana terapéutica 

(p=0.039 para SLE; p=0.045 para SG). Estos cambios a nivel de biomarcadores clásicos 

en el cáncer de mama, también se han visto en los subtipos determinados por PAM50; 

por ejemplo, los cambios más significativos han sido de Luminal B a Luminal A, debido 

en gran medida a la eliminación de aquellas clonas más proliferativas (73) (74). 

En base a esto, una nueva determinación de los biomarcadores que son negativos en el 

tumor primario debería ser priorizada y, además, motiva a determinar a la RD como una 

nueva entidad tumoral más que como los vestigios del tumor primario.  

1.4.5. Perfil transcriptómico y genómico de la RD tras la NAC 

Las modificaciones encontradas en una cohorte de 56 pacientes donde se analizaron las 

diferencias encontradas entre el tumor primario y la enfermedad residual a nivel 

transcriptómico, evidenciaba una diferencia entre los diferentes subtipos de cáncer de 

mama definidos en el diagnóstico. En la población de CM en general (64% Luminales y 

36% TN) se observó una disminución de los genes de proliferación después de la NAC, 

en genes como MKI67, TOP2A y AURKA. También aquellos genes marcadores de células 

madre como CD44 y STAT3 y los genes BCL2, PLAU, STAT1 estaban desregulados Como 

genes más expresados tras la NAC se encontraban SNAI1, SNAI2, SOX9 y TWIST, que 

están relacionados con la Transición Epitelio-Mesénquima (EMT, epithelial-

mesenchymal transition), los genes apoptóticos PAWR y BCL2, los genes relacionados 
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con la vía RAS-ERK como es el caso de DUSP4, los genes ACACB, LDHB y ALDH1A1 

relacionados con el metabolismo y los genes estromales DECORIN y SPARC.  

1.4.5.1. Alteraciones moleculares en la RD de tumores TN 

Debido a la agresividad que presenta el subtipo TN cuando el tratamiento con NAC no 

es efectivo, la mayoría de los estudios se han centrado en este subtipo. Cuando los 

tumores de mama TN no consiguen pCR y por tanto presentan RD tras el tratamiento 

con NAC, aumenta el riesgo de recurrencia metastásica y el resultado clínico a largo 

plazo del paciente es peor con respecto al resto de subtipos (75). La mayoría de las 

alteraciones que caracterizan a la RD de estos tumores se encuentran en TP53 (89%), 

pérdidas de copias génicas en BRCA2 (68%), seguido de amplificaciones génicas en MCL1 

(54%) y MYC (35%) y mutaciones en PIK3CA (11%) (75) (76) (77). Amplificaciones génicas 

en GATA3 y perdidas génicas en FLT3 y RB1 también han sido encontradas en la RD (76). 

En los estudios donde se han comparado las alteraciones moleculares encontradas entre 

el tumor primario con respecto a la RD, se determinó que las amplificaciones en MCL1 

son más frecuentes en la RD de tumores TN que en los tumores primarios Basal-Like: 

54% en RD versus 19% en el tumor primario antes del tratamiento (p=0.0006), lo que 

podría indicar que MCL1 juega un papel importante en la resistencia a la NAC (75). Por 

otra parte, se han encontrado más cambios en los CNAs que con respecto a los cambios 

de un único nucleótido entre el tumor primario y la RD de tumores TN tratados con NAC. 

La NAC modula un patrón de CNAs con una adquisición caótica de ganancias y pérdidas, 

incluyendo un aumento de la amplificación de genes conocidos como son MCL1, MYC, 

KRAS, BCL9, EGFR, CDKN2A, BIRC2 y BIRC3 en la enfermedad residual con respecto al 

tumor primario. En tumores de mama TN la alteración genética de TP53 se ha 

demostrado que tiene un impacto importante en el futuro del paciente, de manera que 

una pérdida de TP53 se encuentra asociado a una significante disminución en SLE y SG 

(p<0.02 y p<0.03, respectivamente) (24). Determinadas mutaciones en TP53 y la 

activación de la vía de señalización de MYC tienden a ser concomitantes en dicho subtipo 

(p<0.05) y ambas alteraciones se asocian con una disminución en la SLE y SG (p=0.007 

y p=0.007, respectivamente). También cabe destacar que la ganancia de copias en la 

región próxima al gen SMAD4 está asociada a una peor SLE en este tipo de tumores (24). 
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En cuanto a los cambios encontrados en la expresión génica después del tratamiento 

con NAC en los subtipos de mama TN, tras el análisis de 450 transcritos, Hancock y 

colaboradores (2019), determinaron que se podían diferenciar dos tipos de tumores en 

la RD, unos tumores residuales donde predominaban la activación de genes involucrados 

en la diferenciación, alto % de Ki67 y bajo perfil de la actividad de las vías TGFβ y MEK, 

mientras que otros tumores residuales presentaban un enriquecimiento en genes 

relacionados con vías de invasión y una escasa diferenciación. Consistente con la idea 

de la supervivencia de clonas con características de células madre o stem-like tras el 

tratamiento con NAC (24), este grupo se caracterizaría por un aumento en la activación 

de las vías MEK y TGFβ junto con la delección del gen DUSP4 (75) (78) (79) (80). De hecho, 

algunos estudios enfocados en el subtipo TN han coincidido en la reducción de la 

expresión del gen DUSP4 en la enfermedad residual y además la han relacionado con 

peor SLR (p=0.0004) (78). Con las mismas conclusiones, un estudio que evaluaba la 

expresión génica en RD de tumores de mama TN determinó la posibilidad de definir dos 

tipos de tumores, aquellos con mayor expresión de genes relacionados con la 

luminalidad como AR o GATA3, que presentaban un aumento importante en la SLR que 

aquellos tumores con mayor expresión de genes marcadores de células madre como es 

el caso de KRT16, WNT11 o MMP28 (77% versus 25%). Por último, otro estudio con el 

objetivo de definir una firma que defina el resultado clínico del paciente en base al perfil 

transcripcional de la RD, determinó que la expresión de los genes CCL5, DDIT4 y POLR1C 

poseían valor pronóstico para SLRD en este subtipo de CM (p=0.002) (81). En el estudio 

individual de los genes, la sobreexpresión del gen CCL5 fue relacionada con buen 

pronóstico (p=0.0012) mientras que la sobrexpresión de DDIT4 fue asociada al mal 

pronóstico (p=0.00034) en relación a la SLR (82). 

1.5. TUMOR PRIMARIO, ENFERMEDAD RESIDUAL Y METÁSTASIS 

Mas allá de la RD, este campo carece en gran medida de factores deterministas de 

metástasis después del tratamiento con NAC y su interrelación con perfiles específicos 

del tumor primario y la RD. Es así una preocupación importante, más allá de la detección 
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y predicción de la RD, el desarrollo de la enfermedad metastásica, ya que es la 

responsable del 90% de las muertes relacionadas con el cáncer de mama (25). 

Actualmente, algunos estudios han establecido algunos biomarcadores candidatos de la 

metástasis en cáncer de mama; sin embargo, no hay predictores de metástasis que 

podamos identificar en la RD tras el tratamiento con NAC. Es por ello por lo que los 

estudios longitudinales con cohortes homogéneas controladas con la obtención o no de 

pCR son la clave para la identificación del impacto de la NAC en el desarrollo de 

metástasis a distancia y le evolución tumoral hacia fenotipos más deletéreos de esta 

enfermedad.  
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2. Hipótesis y objetivos 
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2.1. HIPÓTESIS 

Existen determinados perfiles moleculares que predicen de forma diferencial la 

respuesta al tratamiento con NAC en el cáncer de mama primario en los diferentes 

subtipos de cáncer de mama sin ser necesariamente marcadores subrogados de los 

mismos.  

Los cambios en el perfil molecular observado en el tumor primario con respecto a la 

enfermedad residual después del tratamiento con NAC permiten identificar alteraciones 

moleculares potencialmente explotables desde el punto de vista terapéutico. 

Por otra parte, el perfil molecular en el tumor residual predice de forma consistente el 

perfil molecular del tumor metastásico. 

2.2. OBJETIVOS 

Objetivo 1: Determinar una firma predictiva de pCR que identifique antes del tratamiento 

aquellas pacientes que no van a responder a la quimioterapia Neoadyuvante con mayor 

especificidad e independencia del subtipo que las actuales herramientas de predicción.  

Objetivo 2: Identificar las alteraciones moleculares comunes y específicas del tumor 

primario y el tumor residual tras el tratamiento con NAC para entender la evolución 

tumoral e identificar marcadores específicos de resistencia.  

Objetivo 3: Establecer el espectro de variantes moleculares asociadas al primer nicho 

metastásico para establecer los marcadores específicos de metástasis y aquellos 

predictores de la misma en la enfermedad residual. 
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3.1. PACIENTES Y TRATAMIENTOS 

Con el objetivo de reclutar el mayor número de pacientes para responder a las preguntas 

del presente estudio, se inició una colaboración con el Hospital Clínico de Valencia, 

donde se reclutaron seis pacientes para responder al objetivo 2. 

El tratamiento con NAC se basa en la administración de quimioterapia estándar 

(Antraciclinas+/-Taxanos más Trastuzumab en aquellas pacientes con sobreexpresión 

del HER2). Se han seleccionado pacientes en 3 tiempos diferentes: Pre_T1 serán aquellas 

muestras del tejido tumoral antes del tratamiento con NAC (procedente de la biopsia 

diagnóstica). RD_T2 designa a las muestras del tejido tumoral tras el tratamiento y 

posterior cirugía, es decir, de la enfermedad residual. Y Mtx_T3 a aquellas muestras de 

tejido tumoral procedente del primer nicho metastásico. En el caso de que la paciente 

haya conseguido pCR tras el tratamiento con NAC, no hay muestras RD_T2 y Mtx_T3. 

Han sido reclutadas para el presente trabajo un total de 111 pacientes diagnosticadas 

con cáncer de mama, de las cuales todas han sido tratadas con NAC y, en aquellas 

pacientes con sobrexpresión de HER2, NAC más Trastuzumab (anti-HER2). En cuanto a 

los análisis de expresión, contamos con tres agrupaciones de nuestra cohorte de 

pacientes según el objetivo. En el contexto del objetivo 1, de estas 111 pacientes se 

seleccionaron 84 pacientes en Pre_T1 con la información clínica completa. De estas 84 

pacientes Pre_T1, 28 habían conseguido pCR y 56 presentaban enfermedad residual tras 

el tratamiento. Para ser más robustos en nuestros resultados, en esta parte del trabajo 

hemos usado un set de datos de otras cohortes publicadas para validar nuestros datos. 

El número de pacientes para la validación varía según los marcadores de cáncer de mama 

de que se disponga. Esta información viene detallada en la figura 4 y desarrollada en el 

capítulo I. 

En el capítulo II, de las 111 pacientes, se seleccionaron 70 pacientes que no habían 

conseguido pCR después de la NAC+/-Trastuzumab, con muestras pareadas de antes y 

después del tratamiento (Pre_T1 y RD_T2). En el objetivo 3, de estas 70 pacientes 

seleccionadas para el objetivo 2, conseguimos muestra de tejido tumoral del primer 

nicho metastásico de aquellas pacientes que en el momento del experimento tenían 

recaída a distancia (22 pacientes de las se disponía de muestra en Pre_T1, RD_T2 y 
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Mtx_T3). No disponemos de la información adicional sobre si el resto de las pacientes 

incluidas en este objetivo presentaron recaída a distancia hasta el momento de la 

escritura de la presente tesis. En la figura 4 se describe la distribución de las pacientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Distribución de las pacientes en los capítulos I y II. 
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3.2. EVALUACIÓN HISTOLÓGICA, pCR Y SUBTIPOS IHQ DE MAMA. 

El nodo del Biobanco Andaluz en Málaga que gestiona las muestras del Hospital-IBIMA 

nos proporcionó la mayoría de las muestras tumorales que han sido usadas en este 

proyecto. Para completar el set de pacientes y poder llevar a cabo el objetivo 3, el 

Hospital Clínico de Valencia colaboró con nuestro grupo.  

Las muestras han sido recuperadas del remanente de la biopsia diagnóstica (en el caso 

de Pre_T1 y de Mtx_T3) o durante la cirugía (para el RD_T2). Son muestras incluidas en 

bloques de parafina (FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded), para así mantener la 

morfología celular y preservar el tejido por más tiempo.  

Para delimitar el área del tumor, y descartar el tejido sano subyacente al tumoral, se 

realizó una macro-disección manual. De cada bloque de parafina se hizo un corte de 3 

micras para, posteriormente, teñirla con una tinción de Hematoxilina y Eosina (H&E), 

identificando así las estructuras básicas como el núcleo celular con tonos azulados 

(Hematoxilina) y las estructuras ácidas como el citoplasma con tonos rosados (Eosina). 

Esto le permite al especialista de Anatomía patológica delimitar la zona tumoral y 

calcular la celularidad de la muestra, que, para los experimentos de biología molecular 

como es el caso del presente trabajo, tenía que ser mayor o igual al 30%. Todas aquellas 

muestras con una celularidad por debajo del 30% fueron descartadas.  

El mismo procedimiento fue llevado a cabo para determinar la respuesta al tratamiento 

o pCR. Con una tinción de H&E el patólogo determinó un valor dentro de la clasificación 

de Miller and Payne, donde el 5 equivale a ausencia de células tumorales y del 4-1 

equivale a diferentes grados de presencia de células tumorales. Es decir, todas aquellas 

pacientes con un valor 5 en la clasificación de Miller and Payne tanto en la muestra de 

la mama como en la muestra del ganglio linfático de la axila (ypT0/Tis, N0), se 

consideran buenas respondedoras al tratamiento con NAC y presentan pCR. Aquellas 

pacientes con valores entre 4 y 1 en dicha clasificación (en la muestra de la mama o en 

la axila) se consideran pacientes con tumores resistentes al tratamiento con NAC o, dicho 

de otra manera, pacientes con enfermedad residual. 

Para la identificación de las proteínas tales como el ER, el PR, las citoqueratinas 5/6 

(CK5/6), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el Ki-67 y el HER2, se 
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realizaron tinciones inmunohistoquímicas en secciones del bloque de parafina de 5 µm. 

Se usó una estación de tinción automatizada (Autostainer Plus, Dako), utilizando el 

EnVision FLEX System (Dako). Como cromógeno, usamos diamobenzidina y para 

reemplazar el anticuerpo (Ac) primario se usó un suero no-inmune como un control 

negativo, y un control positivo específico para cada anticuerpo.  

Los anticuerpos que se usaron para la determinación de las proteínas específicas fueron: 

ER (Ac monoclonal de conejo, clona SP1, Master diagnostica); PR (Ac monoclonal de 

conejo, clona Y85, Master diagnostica); CK5/6 (Ac monoclonal de ratón, clona D5/16B4, 

Master Diagnostica); EGFR (Ac monoclonal de conejo, clona EP38Y, Master Diagnostica); 

Ki-67 (Ac monoclonal de conejo, clona SP6, Master Diagnostica); y HER2 (Kit Herceptest, 

Dako). La tinción fue evaluada por el grupo de anatomía patológica. Para ER y PR el 

resultado positivo fue toda aquella tinción nuclear por encima del 1% (83) y para EGFR y 

CK5/6 cualquier tinción membranosa o citoplasmática. El Ki67 fue determinado 

cuantificando el porcentaje de células neoplásicas núcleo-positivas. La sobrexpresión 

de HER2 fue evaluada de acuerdo a las guías internacionales (84) y categorizadas como 

negativas si el resultado de la inmunohistoquímica era 0 o +1; cuando el resultado era 

+2 se determinó la amplificación del gen por hibridación in situ fluorescente (FISH) o 

por hibridación in situ cromogénica (CISH).  

Por lo tanto, los tumores fueron clasificados inmunohistológicamente como Luminal A 

(ER-positivo y/o PR-positivo, HER2-negativo y KI67<14%), Luminal B (ER-positivo y/o 

PR-positivo, HER2-negativo y KI67>14%), HER2-positivo (HER2-positivo, 

independientemente del valor de ER y PR) y Triple negativo (ER-negativo/PR-

negativo/HER2-negativo, CK5/6-positivo y/o EGFR-positivo).  

Otras variables clínicas que fueron recogidas como parte del estudio son: estado 

menopaúsico en el momento del diagnóstico, el tamaño tumoral clínico, el grado 

histológico del tumor primario, la afectación ganglionar axilar antes del tratamiento, 

tipo de NAC, fecha de cirugía, tipo de cirugía, tamaño tumoral final, número de ganglios 

linfáticos afectos (en el caso de que los haya), si ha recibido hormonoterapia después 

del tratamiento con NAC, recidiva y órgano de recidiva. Todas estas variables fueron 

recopiladas de la historia clínica de las pacientes que están recogidas en Galén (85), un 
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sistema de información para la gestión y coordinación de la información clínica de 

nuestro hospital. 

En cada uno de los capítulos de la presente tesis doctoral se proporcionará en la sección 

de metodología específica una descripción detallada de las variables clínicas de las 

pacientes que han sido incluidas.  

3.3. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

3.3.1.  Aislamiento del mRNA desde el tejido incluido en parafina. 

Para la extracción del RNA mensajero se llevó a cabo una macro-disección del tejido 

tumoral previamente delimitada por el patólogo. La purificación del RNA se llevó a cabo 

con 3 secciones de 10 µm del tejido FFPE con el kit High Pure FFPE RNA isolation kit 

(Roche Life Science) según la recomendación de Nanostring para el uso de su tecnología 

nCounter® en el estudio de la expresión génica. Para determinar la pureza y la 

concentración del RNA mensajero aislado se usó un espectrofotómetro de bajo volumen 

(Nanodrop, Thermo Scientific). La ratio entre 260nm/280nm (A260/280), que determina 

la pureza de los ácidos nucleicos con respecto a las proteínas, se han dado por válidos 

valores próximos a 2. Para identificar una posible contaminación por sales o alcoholes 

derivados del proceso de aislamiento también se tiene en cuenta la ratio 260nm/230nm 

(A260/230), las muestras debían estar en torno a 2 para ser incluidas. 

3.3.2. Determinación de la expresión génica con la tecnología nCounter Dx 

Analysis System (Nanostring technologies) 

Este sistema mide la expresión génica de los genes a estudiar de forma directa en base 

al código de color que poseen las sondas a las que se unen cada uno de ellos. Estas 

sondas pueden ser contadas individualmente dando una alta precisión y sensibilidad y 

evitando así los posibles sesgos de los métodos basados en la amplificación como el 

caso de la cuantificación de la expresión génica por qPCR o Microarray (Figura 5). Con 

esta tecnología se ha medido la expresión génica de 730 genes asociados a cáncer con 

el panel comercial PanCancer Pathways, así como se han determinado los subtipos 
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moleculares de mama con el panel comercial PAM50, ambas metodologías explicadas a 

continuación. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Flujo de trabajo del sistema nCounter®. 1) Cada RNA mensajero hibrida con una sonda 
reporter (que lleva la señal) y con una sonda de captura (que se encuentra inmovilizada en el 
cartucho). 2) Las muestras son cargadas en la estación de preparación o PrepStation, donde el 
exceso de sondas se retira y el complejo RNA mensajero-sonda reporter-sonda de captura es 
inmovilizada y alineada en la superficie del cartucho. 3) Con el analizador digital o Digital 
analyzer, se recogen los datos de nuestras muestras; los códigos de color de la superficie del 
cartucho son contadas y asignadas a cada diana. La imagen ha sido tomada de la web 
https://www.nanostring.com/scientific-content/technology-overview/ncounter-technology.  

https://www.nanostring.com/scientific-content/technology-overview/ncounter-technology
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Figura 6. Genes incluidos en la firma PAM50. En la parte superior del circus plot se muestran los genes que 
se incluyen el panel PAM50. En la parte inferior se muestran los procesos biológicos a los que pertenecen 
dichos genes.  

3.3.2.1. Subtipos moleculares de mama determinados por PAM50 

Para determinar los subtipos moleculares de mama Luminal A, Luminal B, HER2-enriched 

y Basal-Like, se usó la tecnología nCounter Dx Analysis System de Nanostring (explicada 

en el apartado 3.2.2) con el panel “PAM50 signatures”. Este panel determina la expresión 

de 50 genes (Figura 6) que, en base a un algoritmo, asigna a cada una de las muestras 

un subtipo. Los criterios propios de dicho panel exigían que las muestras tuvieran una 

concentración mínima (>12.5 ng/uL) así como unos mínimos de calidad (ratio de 

A260/280 entre 1.7 y 2.3); todas aquellas muestras que no cumplían con estos 

requisitos fueron descartadas.  
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3.3.2.2. Panel PanCancer pathways: Análisis de expresión diferencial, correlación entre 

genes diferencialmente expresados y enriquecimiento en rutas biológicas. 

Continuando con la tecnología nCounter DX Analysis System® explicada en el apartado 

anterior, se evaluaron los cambios encontrados entre los diferentes tiempos según los 

diferentes objetivos del presente trabajo. Con el panel PanCancer Pathways® se 

determinó la expresión de 730 genes (Tabla 1) involucrados en las 13 vías principales 

asociadas a cáncer, más la expresión de 40 genes como genes housekeeping (usados 

como control positivo dado a su expresión constitutiva bajo cualquier condición). 

Información más detallada del panel puede ser consultada en 

https://www.nanostring.com. Para poder llevar a cabo la cuantificación de la expresión 

génica, usamos 50ng de RNA de las muestras de las pacientes y dicho RNA debía tener 

un valor de la ratio 260nm/280nm por encima del 1.7, asegurándonos la calidad de 

este. Todas aquellas muestras que no tuvieran suficientes nanogramos de RNA o la ratio 

260nm/280nm estuviera por debajo de 1.7 fueron descartadas. 

Tanto la normalización de los resultados, como el análisis de expresión diferencial (AED) 

y el enriquecimiento en vías o rutas biológicas fue llevado a cabo con el software 

Nanostring nCounter nSolverTM 4.0, usando el módulo Nanostring Advance Analysis 

Module 2.0. El módulo avanzado de nSolverTM 2.0 es una herramienta basada en el 

lenguaje de programación “R” proporcionada por Nanostring technologies específica 

para el tipo de datos que el sistema nCounter® DX Analysis System genera, es decir, 

archivos .RCC. Esta herramienta es de libre acceso y realiza el control de calidad de las 

muestras, la normalización de los datos, el AED y el enriquecimiento en set de genes 

asociados a rutas biológicas.  

 

https://www.nanostring.com/products/gene-expression-panels/gene-expression-panels-overview/hallmarks-cancer-gene-expression-panel-collection/pancancer-pathways-panel
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Tabla 1. Genes incluidos en el panel PanCancer Pathways.  



3.3.2.2.1. Control de calidad y normalización de los datos 

Los datos en bruto de las muestras procesadas tenían que pasar por unos controles de 

calidad para comprobar que el proceso había sido correcto. Los parámetros incluidos 

fueron: Imaging QC (nitidez de la foto tomada por la cámara), Binding Density QC 

(densidad de los códigos de colores captados por la cámara), Positive Control Linearity 

QC (linealidad entre las diferentes concentraciones de los controles positivos) y Positive 

Control Limit of Detection QC (detección de una concentración mínima de los controles 

positivos). Todos estos parámetros debían estar entre unos valores concretos (Figura 7) 

definidos por el fabricante. Todas las muestras fueron normalizadas usando la media 

geométrica de la expresión de los genes housekeeping, y aunque esta normalización 

podía ser realizada de manera automática, se decidió hacer una normalización manual 

de los datos para así mantener en todos los análisis de expresión génica para todos los 

capítulos del presente trabajo los mismos genes housekeeping (Tabla 2).  

 

 

 

Figura 7. Imagen de la herramienta nSolver™ con los parámetros en los controles de calidad y los valores límites para que 
las muestras sean incluidas en los posteriores análisis.  
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Tabla 2. Genes housekeeping. Listado de los 40 genes incluidos en el panel PanCancer Pathways que se toman para la 
normalización de los datos.  

 

3.3.2.2.2. Análisis de expresión diferencial en T1 entre pCR y no-pCR (Capítulo I) 

Como nuestro objetivo en cuanto a los análisis de expresión génica era conocer aquellos 

genes (Tabla 1) que se comportan de forma diferente entre dos situaciones concretas, 

la aproximación más interesante era realizar un AED que tendría como resultado los 

genes diferencialmente expresados (DE) en el caso de que los haya. El AED aplica, 

preferencialmente, el método estadístico óptimo por cada gen según la distribución de 

la variable, pudiendo ser 1) Modelo negativo mixto binomial, 2) Modelo negativo 

simplificado binomial o 3) Modelo Logarítmico Lineal, en ese orden. El p-valor devuelto 

por la prueba estadística fue ajustado por la prueba FDR (false discovery ratio) por el 

método Benjamini-Hochberg. Para calcular el logaritmo en base 2 del Fold Change (Log2 

FC) o la cantidad de cambio y la dirección de este (sobreexpresión o expresión a la baja) 

entre los genes de la situación de pCR y no-pCR, se determina la log-ratio entre las 

medidas de ambas situaciones. Estos valores pueden ser mayores de 0 (sobreexpresado 

en pCR con respecto a no-pCR) o menores de 0 (expresados a la baja en pCR con 

respecto a no-pCR).   

3.3.2.2.3. Análisis de expresión diferencial en el análisis longitudinal (capítulo II) 

El análisis de expresión diferencial entre diferentes tiempos requiere de unos 

parámetros específicos no incluidos en el software nSolver™. Para poder ver aquellos 

cambios entre los diferentes escenarios en los que nos encontramos (Pre_T1vsRD_T2, 

Pre_T1vsMtx_T3 y RD_T2vsMtx_T3) usamos el programa Deseq2 de R (4.0.2) que 

Genes housekeeping 

ACAD9 DNAJC14 NOL7 TMUB2 

AGK EDC3 NUBP1 TRIM39 

AMMECR1L EIF2B4 PIAS1 TTC31 

C10orf76 ERCC3 PIK3R4 USP39 

CC2D1B FCF1 PRPF38A VPS33B 

CNOT10 FTSJ2 RBM45 ZC3H14 

CNOT4 GPATCH3 SAP130 ZKSCAN5 

COG7 HDAC3 SF3A3 ZNF143 

DDX50 MRPS5 SLC4A1AP ZNF346 

DHX16 MTMR14 TLK2 ZNF384 
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permite hacer pruebas entre muestras pareadas mediante el diseño de una fórmula que 

modela las diferencias a través del tiempo con un Likelihood Ratio Test (LRT). Como 

partimos de los datos procedentes de la tecnología nCounter® de Nanostring, se 

adaptaron para que fueran analizables en el Deseq2 con el método removing unwanted 

variation (RUV) (86).  

3.3.2.2.4. Enriquecimiento en rutas biológicas 

Aplicando un análisis de componentes principales, el módulo avanzado 2.0 de la 

herramienta de análisis nSolverTM es capaz de generar un pathway-score, con un análisis 

de componentes principales, que trata de resumir toda la aportación que hacen los 

genes que estamos sometiendo a estudio a una ruta biológica concreta. En el pathway-

score se resumen los datos de los genes de una ruta en una única puntuación. Las 

puntuaciones de las rutas se calculan como el primer componente principal de la 

expresión normalizada de los genes de las rutas. A la media de este pathway-score se 

le aplica el test t de student para ver si existen diferencias significativas entre dos 

situaciones concretas que nos interesen. La dirección positiva o negativa de la diferencia 

entre ambas situaciones está relacionada con la expresión de los genes que componen 

esa ruta. En el panel PanCancer Pathways se contemplan las 13 rutas principales más 

importantes relacionadas con cáncer (Tabla 3, Figura 8).  

Tabla 3. Rutas biológicas que engloban a los 730 genes incluidos en el panel 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Rutas biológicas incluidas en el PanCancer Pathways 

Notch MAPK 

APC (Wnt) JAK/STAT 

HedgeHog PI3K 

Chromatin Modification RAS 

Transcriptional Regulation Cell Cycle 

DNA Damage Control Apoptosis 

TGF-β  
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3.3.3. Predicción de pCR en T1 

Tal y como hemos especificado en la introducción, actualmente hay variables 

clinicopatológicas ya conocidas que predicen pCR, sin embargo, ninguna de ellas se 

posiciona como un claro marcador de la respuesta a la NAC en la comunidad científica. 

Con el objetivo de mejorar la capacidad predictiva de pCR de los biomarcadores ya 

conocidos, en las variables usadas para el diseño de modelos predictivos hemos incluido 

tanto las variables clinicopatológicas predictoras de pCR ya conocidas, como otras 

variables también clinicopatológicas que nos parecían interesantes y los genes 

diferencialmente expresados del panel PanCancer Pathways entre aquellos pacientes con 

pCR y no-pCR. Para asegurarnos de que la información de los genes DE aportaban valor 

predictivo a las variables ya conocidas, o incluso podían aportar más información por 

ellos mismos, se han utilizado 4 set de datos; por un lado, el set CLIN que incluye las 

variables clinicopatológicas incluye los biomarcadores ya conocidos, el set GENEX que 

incluye sólo la información de los genes diferencialmente expresados, el set CLIN_GENEX 

que incluye tanto la información clínica como la información genética y el set PAM50, 

que incluye únicamente el dato de los subtipos determinados por PAM50.  

Figura 8. Vías incluidas en el panel PanCancer Pathways 
de nCounter®. Los círculos representan de cada una de 
las 13 vías canónicas el número de genes seleccionados 
para el panel en relación con el número total de genes 
conocidos para cada vía identificado por KEGG. Las líneas 
han sido dibujadas para mostrar la relación de los genes 
que pertenecen a diferentes vías, con el grosor de la línea 
se determina el número de genes compartidos. 



                                                                                  Material y métodos generales 
 

40 

 

Con el fin de identificar modelos predictivos que pudieran ser específicos de las 

características más importantes definitorias de subtipos en cáncer de mama (que a su 

vez se encuentran relacionados con la obtención de pCR o en la supervivencia del 

paciente), como son la sobreexpresión de HER2 o el estatus de ER, hemos subdivido las 

pacientes en 3 grupos. Cohorte_Allsubtypes, todas las pacientes con independencia de 

si tiene sobreexpresión de HER2 o el estatus de ER. Cohorte_HER2-, únicamente aquellas 

pacientes que no sobreexpresan el gen HER2+ (con independencia del estatus de ER) y 

la Cohorte_ER+ para aquellas pacientes con el estatus de ER positivo y sin 

sobreexpresión del gen HER2. Por otra parte, ha sido imposible obtener cohorte 

suficientemente grande positiva para HER2 y otra ER-/HER2- debido al bajo número de 

pacientes con estas características.  

Todos los análisis de los datos obtenidos y evaluados como predictores de pCR han sido 

desarrollados en el lenguaje de programación R (versión 3.6).  

3.3.3.1. Análisis Univariante 

Para determinar la relación de cada una de las variables a estudio (variables 

independientes) por separado con la variable problema (variable dependiente), hemos 

realizado un análisis univariante basado en una regresión logística (RL). Como medida 

de bondad de ajuste del modelo usamos el LRT. EL LTR nos permitirá comparar un 

modelo simple con un modelo más complejo por comparación de las diferencias en la 

desviación de ambos modelos. En el caso del análisis univariante, el modelo simple es 

el modelo sin predictores y el modelo complejo es con una sola variable predictiva. 

Consideraremos las variables predictivas como estadísticamente significativas cuando el 

p-valor del LRT sea menor de 0.05. Las variables a estudio (variables independientes) 

serán las variables clínico-patológicas recogidas y los genes diferencialmente 

expresados entre las pacientes que obtienen pCR y las que no, mientras que la variable 

problema o dependiente será conseguir pCR. 

3.3.3.2. Análisis multivariante 

El análisis univariante nos da una visión de cómo las características o variables 

independientes, cada una por separado, afectan a la variable dependiente. Para 
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determinar si un conjunto de variables independientes (características clinicopatológicas 

más los genes diferencialmente expresados entre pCR y no-pCR) pueden determinar o 

predecir de manera combinada a la variable dependiente (pCR), realizamos un análisis 

multivariante. Para ello, se ha empleado un modelo Lasso con doble validación cruzada. 

En la validación interna se realiza la selección de variables con Lasso y el ajuste de los 

hiperparámetros mediante una validación con 5 cajas. Para la validación externa de la 

selección de variables se usó Leave-one out cross-validation (LOOCV) ya que es la 

validación que mejor se ajusta a cohortes heterogéneas y con pocos pacientes, como es 

nuestro caso. Con la métrica AUC se evaluó la selección de características y para hacer 

más robustos nuestros resultados este proceso se repitió 1000 veces. La importancia de 

cada característica dentro del modelo fue medida como el número de veces que fue 

seleccionada durante cada interacción.  

El desbalanceo de datos de las categorías de una variable puede afectar al rendimiento 

del aprendizaje de los algoritmos. La presencia de una clase infrarrepresentada (en 

nuestra cohorte hemos visto dicho desbalanceo entre los grupos pCR y no-pCR) conduce 

a la formación de modelos inútiles, por lo que se ha usado el algoritmo SMOTE que 

maneja la distribución de clases desequilibradas sobremuestreando la clase minoritaria. 

Esta técnica ha sido aplicada cuando el porcentaje de la clase minoritaria es inferior al 

30%. 

Una vez establecidos los modelos predictivos de pCR, con los diferentes sets de datos y 

en los diferentes grupos de pacientes, para sus evaluaciones ha sido usada, de nuevo, 

la métrica AUC con validación cruzada, que mide la capacidad de predicción. AUC hace 

referencia al área comprendida debajo de la curva ROC, y la curva ROC es una medida 

de la especificidad (proporción de pacientes negativos para la pCR correctamente 

identificados) y la sensibilidad (proporción de pacientes positivos para la pCR 

correctamente identificados) de nuestro modelo. El valor predictivo positivo (VPP) de 

nuestro modelo mide la proporción de pacientes que han sido positivos para pCR y 

efectivamente lo son y el valor predictivo negativo (VPN) mide la proporción de pacientes 

que han sido pronosticados como no-pCR y lo son. 
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Para la validación de nuestros modelos, hemos utilizado cohortes externas. Todos los 

modelos obtenidos con los diferentes sets de datos (CLIN, CLIN_GENEX y GENEX) y con 

los diferentes grupos de pacientes según HER2 y ER (Cohorte_Allsubtypes, 

Cohorte_HER2+ y Cohorte_ER+) han sido ejecutados con los datos de cohortes externas 

de estudios anteriores donde las pacientes presentaban el mismo esquema de 

tratamiento y tenían tanto la información clínico-patológica como de expresión génica 

necesaria publicada en repositorios públicos. Dos estudios han sido encontrados que 

cumplan con los datos que nuestros modelos de predicción requieren, un estudio de 

Tabchy y colaboradores (2010) (87) (acceso a los datos en GEO DataSet: GSE20271) y 

otro de Hatzis y colaboradores (2011) (88) (acceso a los datos en GEO DataSet: 

GSE25066). Como la distribución de pacientes con diferentes estatus de HER2 y ER no 

es homogénea en ninguno de los dos estudios, los modelos predictivos definidos con 

los diferentes sets de datos se han validado en los grupos de pacientes según las 

características de HER2 y ER sin tener en cuenta el estudio del que procede. De esta 

manera, vamos a diferenciar entre nuestra cohorte de estudio donde los modelos 

predictivos han sido generados (cohortes_Discovery), y las cohortes externas a nuestro 

estudio donde hemos validado los modelos predictivos generados que denominamos 

cohorte_Discovery (cohortes_Validation) Figura tal. Para la evaluación de los modelos en 

las cohortes_Validation se ha usado la métrica AUC con validación cruzada, de la misma 

forma que en las cohortes_Discovery (Figura 9).  
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Figura 9. Flujo de trabajo para la determinación de los modelos predictivos. Con los sets de datos CLIN, GENEX y CLIN_GENEX se han 
determinado las variables más importantes para la determinación de pCR en las pacientes de las Cohortes_Discovery con una doble 
validación cruzada, una validación interna con Lasso y una validación externa por LOOCV. Paralelamente se ha incluido un modelo solo con 
la variable PAM50. De nuevo, Lasso ha sido el método usado para el entrenamiento de los modelos y la métrica para su estimación, AUC. 
Una vez las firmas han sido generadas, han sido probadas en las diferentes cohortes tanto en las Cohortes_Discovery como en las 
cohortes_Validation usando la métrica de AUC para su estimación. El modelo PAM50 solo ha sido probado en las Cohortes_Discovery. 
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3.4. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES GENÉTICAS 

3.4.1. Aislamiento del DNA desde el tejido embebido en parafina.  

Para la extracción del DNA de las muestras FFPE se llevó a cabo una macro-disección 

del tejido tumoral previamente delimitada por el patólogo. La purificación del DNA se 

llevó a cabo con el kit GeneRead DNA FFPE (QIAGEN). Para determinar la pureza y la 

concentración del DNA aislado se usaron dos métodos: espectrofotometría de bajo 

volumen (Nanodrop™, Thermo Scientific), donde la ratio entre 260nm/280nm 

(A260/280) determina la pureza de los ácidos nucleicos con respecto a las proteínas (se 

han dado por válidos valores próximos a 1.8) y espectrofotometría con fluorocromos 

específicos de DNA de cadena doble (QUBIT™, Invitrogen). Para identificar una posible 

contaminación por sales o alcoholes derivados del proceso de aislamiento también se 

tiene en cuenta la ratio 260nm/230nm (A260/230) proporcionada por Nanodrop™, las 

muestras debían estar en torno a 2 para ser incluidas. 

3.4.2. Genes y secuenciación. 

Se han secuenciado un total de 52 genes implicados en la biología del cáncer de mama, 

quedan especificados en la Tabla 4.  

La elaboración de las librerías para la secuenciación de los genes diana se ha llevado a 

cabo con la química de AmpliSeqTM cuyo procesamiento de la muestra solo necesita de 

1 ng de DNA, y cuenta con la flexibilidad suficiente como admitir muestras fijadas y 

embebidas en parafina, como es el caso de este estudio. La secuenciación de las 

muestras se ha realizado con la plataforma de illumina® MiSeqTM basada en la tecnología 

de secuenciación por síntesis (Figura 10).   
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Tabla 4. Genes incluidos en el panel de secuenciación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABCB1 CYP1B1 KRAS PIK3R1 
AKT1 EGFR Malat1 PLEkhs1 

ARID1A ERBB2 MAP2K4 POLE 
ATM ERCC2 MAP3K1 PTEN 

AURKA ERCC5 MCL1 RB1 
BRCA1 ESR1 Med23 RECQL4 
BRCA2 FANCA Mllt4 tbc1d12 
CCND1 FANCD2 MSH6 TBX3 
CCND3 FGFR1 MYC TP53 
CCNE1 FOXA1 NCOR1 

 

CDH1 GATA3 Neat1 
 

CDK6 JAK2 NF1 
 

CDKN2A KMT2C PALB2 
 

CDKN2B KMT2D PI3KCA 
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Figura 10. Flujo de trabajo para la secuenciación de los genes diana. A. Los fragmentos desnaturalizados de 
las librerías fluyen a través de la flowcell uniéndose a los adaptadores que hay presente en la superficie, que 
son complementarios a los adaptadores de nuestras muestras. Los fragmentos complementarios son 
extendidos y amplificados con una PCR-puente, tras esto serán desnaturalizados formando clústeres desde 
un mismo fragmento. B. Dichos fragmentos son secuenciados utilizando nucleótidos terminadores 
reversibles. Los pares de bases se identifican después de la excitación del láser y la detección de la 
fluorescencia. C. Los datos brutos de desmultiplexan en librerías individuales y se evalúa la calidad. Se 
eliminan las lecturas de los adaptadores para eliminar el ruido técnico. 
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3.4.3. Análisis bioinformático de las variantes encontradas a nivel de DNA: 

Mutaciones. 

El análisis bioinformático se realizó a través de la plataforma Genome one (Dreamgenics, 

S. L.), certificada con la marca IVD/CE de productos sanitarios para diagnóstico in vitro 

de acuerdo con la legislación vigente (Número de Licencia: 7157-PS). El procesamiento 

integra los siguientes pasos: Los archivos crudos FASTQ fueron evaluados usando los 

controles de calidad de FastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y Trimmomatic (89) 

para la eliminación de bases, adaptadores y otras secuencias de baja calidad. Cada 

FASTQ se alineó frente a la versión GRCh37/hg19 del genoma humano de referencia 

mediante BWA-mem (90) y la generación de los archivos BAM ordenados se hizo con 

SAMtools (91). Al tratarse de un panel de amplicones, no se eliminaron lecturas 

duplicadas. SNVs e indels fueron identificadas mediante la combinación de VarScan 2 

(92) y un algoritmo de llamada a variantes propio de Dreamgenics S.L. Las variantes se 

anotaron utilizando distintas bases de datos con información funcional (RefSeq, Pfam), 

poblacional (dbSNP, 1000 Genomes, ESP6500, ExAC, gnomAD), de predicción de 

impacto funcional in silico (dbNSFP, dbscSNV), e información relacionada con el cáncer 

(COSMIC, ICGC).  

En cuanto a la priorización de variantes, para la selección de variantes potencialmente 

somáticas en cada muestra se aplicaron los siguientes filtros generales: 

• Variantes con presencia en COSMIC 

• Predicción de efecto en proteína 

• Frecuencia alélica poblacional inferior a 0.05  

• Cobertura total en la posición afectada superior a 50X  

• Frecuencia alélica de la variante en la muestra superior a 0.1  

En el análisis comparativo, las diferencias entre distintos tiempos se analizaron con el 

software GraphPad Prism® y se realizó una prueba de Fisher para comprobar la 

significancia estadística.  

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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El meta-análisis con la integración de variables clínicas para predecir la variable de 

interés, en este caso la recurrencia a distancia, entre T1 y T2 se hizo mediante la 

aproximación de Machine Learning conocida como Random forest.  

3.5. ANÁLISIS DE SUPERVIVENCIA 

Con la intención de comprobar si alguno de los resultados obtenidos en las comparativas 

realizadas (ya sea para el objetivo 1, 2 o 3), con la información clínico-patológica, la 

expresión génica y el análisis del DNA, pudiera estar relacionado con el fallecimiento de 

la paciente, hemos llevado a cabo un análisis de supervivencia. La fecha de la muerte 

con enfermedad (MCE) del paciente será la fecha del evento que queremos analizar. 

Usando el lenguaje de programación R (versión 3.6) con el paquete Survival, estimamos 

la función de supervivencia, así como la curva de Kaplan-Meier para calcular la 

supervivencia global y los intervalos de confianza. Para los datos categóricos se ha usado 

el test log-rank para comparar las curvas de Kaplan-Meier de diferentes grupos. En el 

caso de la expresión génica, se ha categorizado en base a los cuartiles en baja y alta 

expresión. Además, también hemos llevado a cabo un modelo de regresión de Cox. La 

estimación de los parámetros se ha realizado por partial likelihood. El análisis 

univariante y multivariante ha sido realizado para las variables clínico-patológicas, la 

información de la expresión génica y los datos del analisis de DNA. Para cada modelo, 

se ha determinado la significancia de la variable con el Likelihood Ratio test. En el caso 

del modelo multivariante, la selección de variables se ha realizado por el algoritmo 

stepwise. Se han usado dos criterios de métrica, BIC (Bayesian Information Criteria) y AIC 

(Akaike Information Criteria). Finalmente, se ha verificado las restricciones impuestas en 

los modelos de Cox: asunción de riesgos proporcionales, inspección de los deviance 

residuals como método de detección de outliers, empleo de splines penalizados en los 

residuos de Martingale para identificar la relación entre cada variable y la razón 

logarítmica de riesgo y, finalmente, la identificación de puntos de mayor influencia a 

través de los residuos de Schoenfel. 
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3.6. LIMITACIONES DE LOS ESTUDIOS 

De forma general, la principal limitación que alberga el proyecto de donde se han 

desarrollado los dos estudios o capítulos que forman la presente tesis es el contemplar 

solo un número concreto de genes tanto en el análisis de expresión génica como en los 

estudios de secuenciación. Al centrarnos en aquellos genes con una relación previa con 

cáncer, los resultados tienen una relación directa con la enfermedad, pero por otro lado 

dejamos fuera la posible determinación de nuevos genes que pueden no haber sido 

identificados aún. 

En cuanto al capítulo I, la escasez de material de las biopsias diagnósticas nos ha llevado 

a centrarnos en el estudio de la expresión génica y no poder desarrollar un estudio 

amplio en la determinación de mutaciones. Otra limitación que encontramos en este 

capítulo es a la hora de determinar predictores de pCR en los diferentes subtipos de 

cáncer de mama, carecemos de cohortes de pacientes únicamente con subtipo HER2+ y 

pacientes TN en las que tenga un número suficiente de pacientes para determinar un 

posible modelo predictivo. 

Por otra parte, en el capítulo II, cuando se estudia las similitudes/diferencias entre el 

tumor primario o la enfermedad residual con respecto a la primera metástasis, no hemos 

diferenciado entre los órganos donde se desarrollado la metástasis, sino que hemos 

determinados marcadores generales de metástasis, es posible que la biología de cada 

órgano influya considerablemente en la biología propia del tumor metastásico. Tampoco 

se ha considerado el tratamiento adyuvante que la paciente sigue o no tras la cirugía, ni 

los tiempos que definen los pasos de la historia natural del tumor. 
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4. CAPÍTULO I: 

Predicción de la respuesta  
al tratamiento Neoadyuvante 

No temas a las dificultades: lo mejor surge de ellas. 

Rita Levi-Montalcini 
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4.1. INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS  

El tratamiento con NAC (basado en la administración de Antraciclinas+/-Taxanos, y 

Trastuzumab en aquellos casos con sobreexpresión de HER2) antes de la cirugía tiene 

un uso bastante extendido en pacientes con cáncer de mama tanto en estadios 

tempranos como en el escenario de la enfermedad localmente avanzada. La respuesta a 

la NAC es clave para tener una aproximación de la evolución del paciente después del 

tratamiento ya que ha sido demostrado que conseguir pCR tras la cirugía está 

relacionado con una mayor supervivencia global y libre de enfermedad. La respuesta al 

tratamiento con NAC es distinta en los diferentes subtipos de cáncer de mama, siendo 

los pacientes con los subtipos con las vías de proliferación más activadas, como el caso 

del Triple Negativo o HER2+, las más respondedoras (12) (3). Teniendo en cuenta que 

las pacientes que obtienen pCR en dichos subtipos están en torno al 30% (13), es vital 

encontrar marcadores que identifiquen aquellas pacientes que van a obtener pCR de las 

que no antes del tratamiento. En este escenario se han identificado tanto variables 

clinicopatológicas (el tamaño tumoral mamográfico, grado tumoral, subtipos 

determinados por inmunohistoquímica (IHQ), afectación ganglionar de la axila o % de 

KI67) como marcadores moleculares (subtipos moleculares definidos por PAM50, 

IntClust, o el modelo TRAR que se relacionan con la obtención de pCR (1)). En cuanto a 

las variables clínico-patológicas, el tamaño tumoral se ha descrito como una de las 

variables asociadas a la pCR en una cohorte distribuida en 10.3% HER2-enriched, 18,2% 

Luminal B, 30.6% Luminal A y 32.7% Basal-Like (p<0.001). Por otra parte, aquellos 

tumores con un tamaño de cT1-T2 consiguen el doble de respuesta a la NAC que los 

tumores más grandes (cT3-T4) (2). Otra de ellas es el grado histológico tumoral; en una 

cohorte de 560 tumores primarios, Lips y colaboradores (2013) demostraron que un alto 

grado histológico tumoral (G3) predecía pCR en tumores de mama ER+/HER2- y en 

aquellos tumores TN tratados con NAC más sales de platino (6). Estos mismos resultados 

obtuvo Diaz-Redondo y colaboradores (2019) en una cohorte de 259 pacientes con 

tumores de mama HER2+(7). El uso de la variable Ki67 antes del tratamiento como forma 

para predecir pCR tras el tratamiento con NAC se ha demostrado útil sobre todo en los 

tumores de mama ER-/HER2+ y TN, ya que son los que presentan mayor expresión de 
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rutas relacionadas con la proliferación. Un porcentaje alto de Ki67 (>50%) es un fuerte 

predictor de la respuesta al tratamiento con NAC (8) (9) (10) (11). Determinar los 

subtipos histológicos en base a principalmente tres marcadores como son el receptor 

de estrógenos (ER), el receptor de progesterona (PR) y la amplificación del gen HER2+, 

sirve para predecir también aquellos subgrupos de pacientes que tendrán un resultado 

concreto a largo plazo después del tratamiento. De esta manera, aquellas pacientes con 

tumores de mama triples negativos (TN) o con tumores HER2+, van a responder mejor 

al tratamiento con NAC que los subtipos positivos para los receptores hormonales (ER y 

PR) (93) (13) (14) (3) (4) (5). 

En el escenario de los predictores de respuesta basados en el estudio de la biología 

molecular de los tumores, PAM50, como clasificador de subtipos basado en la expresión 

génica de 50 genes, se postula como el mejor predictor de respuesta al tratamiento con 

NAC ya que muchas son las publicaciones que avalan su capacidad predictiva. Estudios 

derivados de los ensayos clínicos NOAH, CherLOB, CALGB 40,601, PAMELA y BERENICE, 

entre otros, han demostrado la capacidad predictiva del clasificador PAM50 en tumores 

HER2+, todos ellos llegando a la conclusión de que aquellos tumores clasificados como 

HER2-enriched obtienen una alta tasa de pCR.  De estos ensayos también se revela que 

los tumores con subtipo Luminal A determinados por PAM50 en tumores HER2+ por IHQ 

se asocia a los ratios más bajos de pCR (1) (15) (16) (17) (18) (19). Cuando todos los 

subtipos de cáncer de mama son incluidos, el subtipo Basal-Like se asocia a la ratio más 

alto de pCR. El subtipo Luminal A (asociado a su vez a perfiles con los mecanismos de 

proliferación menos expresados) es el que obtiene menor ratio de respuesta y por lo 

tanto es el subtipo de cáncer de mama definido por PAM50 que menos se  beneficia del 

tratamiento con NAC (1) (2) (20) (15). La clasificación por IntClust de los tumores de 

mama, basado en las diferencias en la alteración en el número de copias que determinan 

diferentes subtipos y diferentes resultados clínicos, ha demostrado ser útil en la 

predicción de la respuesta a la NAC en una cohorte de 100 pacientes procedentes de los 

ensayos clínicos GEICAM/2006-03 y GEICAM/2006-14 (21). Por otra parte, en tumores 

HER2+, una firma de 41 genes, llamada TRAR, demostró capacidad predictiva de pCR en 

un estudio derivado del ensayo clínico NeoALTTO. TRAR obtuvo en su curva ROC valores 
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de AUC de 0.73 (61). Aun siendo algunos de estos marcadores muy prometedores, como 

es el caso de los subtipos moleculares de cáncer de mama definidos por PAM50, 

actualmente no hay un candidato claro que se use a nivel clínico para discernir pacientes 

respondedoras de no-respondedoras.  

El objetivo de este estudio que reflejamos en el primer capítulo de la presente tesis es 

conocer a nivel molecular las pacientes antes de ser tratadas con NAC y relacionar las 

diferencias encontradas con la respuesta al tratamiento de forma retrospectiva. De esta 

forma, y aplicando nuestros conocimientos en el campo del Machine Learning e 

integrando las características clinicopatológicas, definir una firma predictiva de pCR en 

base a estas diferencias encontradas, que mejore el valor predictivo de los actuales 

marcadores. Debido al escaso material del que se dispone de las biopsias diagnósticas 

para investigación, una vez realizados todos los estudios clínico-patológicos necesarios 

para el adecuado tratamiento de la paciente, solo se obtuvo material en un número 

suficiente de pacientes para llevar a cabo el estudio de la expresión génica y el diseño 

de una firma predictiva en base a estos resultados. En cuanto al estudio de las 

alteraciones a nivel de DNA, como es el caso de la identificación de mutaciones, el 

tamaño muestral solo nos permite especificar una descriptiva de dichas mutaciones 

estratificada según respuesta. 

4.2. POBLACIÓN DE ESTUDIO Y METODOLOGÍA 

A continuación, se va a describir los pacientes y la metodología especifica de este 

capítulo.  

4.1.1 Pacientes y muestras 

Se ha realizado un análisis retrospectivo con 111 pacientes diagnosticadas con cáncer 

de mama, tratadas con NAC antes de la cirugía. Las pacientes incluidas en este estudio 

se han seleccionado siguiendo criterios que describimos a continuación: mujeres adultas 

(mayores de 18 años) con cáncer de mama tratadas con NAC, es decir, Antraciclinas+/-

Taxanos y terapia dirigida con Trastuzumab en aquellos tumores HER2+. Según el 

criterio Miller & Payne, se ha definido la pCR como la ausencia de carcinoma invasivo 
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tanto en la mama como en los ganglios linfáticos. Todos los análisis se han llevado a 

cabo en muestras de tejido previamente embebido en parafina desde el bloque de la 

biopsia diagnostica antes del tratamiento Neoadyuvante. La repuesta al tratamiento (pCR 

vs no-pCR) se ha definido en la biopsia de la cirugía, tras el tratamiento Neoadyuvante. 

Debido a la limitación en el material de las biopsias diagnosticas, la cohorte de pacientes 

en el estudio del RNA y del DNA varía. Para el estudio de la expresión génica, la cohorte 

es de 84 pacientes (RNA-cohorte) mientras que para el estudio de las alteraciones a nivel 

de DNA es de 25 (DNA-cohorte). Debido a la limitación del número de pacientes, el 

objetivo del capítulo 1 se va a llevar a cabo con la información de la expresión génica 

(RNA-cohorte), mientras que con la información de las alteraciones del DNA se hará una 

descriptiva de los resultados encontrados en la DNA-cohorte.  

Como el objetivo de este capítulo es encontrar un biomarcador o firma predictiva de pCR 

en muestras de pacientes antes de ser tratadas con NAC, para darle más consistencia a 

nuestros resultados hemos validado nuestras firmas predictivas en una cohorte 

independiente. Por lo tanto, tenemos dos cohortes, nuestras pacientes donde hemos 

determinado los modelos predictivos (Cohorte_Discovery) y otra donde los hemos 

validado (Cohorte_Validation). Dentro de dichas cohortes hemos subdivido en grupos de 

pacientes según la sobreexpresión del gen HER2 y el estatus del receptor de estrógenos 

(ER). Por lo tanto, las cohortes han sido identificadas como Allsubtypes, que comprende 

las pacientes con todas las combinaciones posibles como son HER2-/ER-, HER2-/ER+ y 

HER2+ (tanto ER+ como ER-), HER2-, con solo aquellas pacientes con HER2- 

(independientemente del estatus de ER) y ER+, con aquellas pacientes ER+/HER2-. 

Cohortes HER2+ y otra ER-/HER2- no ha sido posible obtener debido al bajo número de 

pacientes con estas características.  

Las cohortes de validación  han sido extraídas de los estudios de Tabchy y colaboradores 

(87) (GEO DataSet: GSE20271) y Hatzis y colaboradores (88) (GEO DataSet: GSE25066), 

poseen el mismo esquema de tratamiento que la cohorte de nuestro estudio y era 

accesible la información tanto clínica-patológica como de los genes DE necesarios para 

el modelo predictivo. 
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Figura 11. Distribución del número de pacientes de la RNA-cohorte según si han sido usados para el descubrimiento de 
los modelos predictivos de pCR tras el tratamiento con NAC o para la validación de ellos. 

Por lo que la distribución de las pacientes en el presente capitulo esta especificada en la 

Figura 11.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.2 Inmunohistoquímica y determinación de la pCR 

Desde los bloques de parafina de los pacientes seleccionados para el presente estudio 

se hizo cortes de 5µm para realizar las tinciones inmunohistoquímicas necesarias para 

determinar características como la expresión de; ER, PR, CK5/6, EGFR, Ki67 y HER2. Se 

usó una estación de tinción automatizada (Autostainer Plus, Dako), usando el EnVision 

FLEX System (Dako). Como cromógeno, usamos diamobenzidina y para reemplazar el 

anticuerpo (Ac) primario se usó un suero no-inmune como un control negativo, y un 

control positivo específico para cada anticuerpo.  

Los anticuerpos que se usaron para la determinación de las proteínas especificas fueron: 

ER (Ac monoclonal de conejo, clona SP1, Master diagnostica); PR (Ac monoclonal de 

conejo, clona Y85, Master diagnostica); CK5/6 (Ac monoclonal de ratón, clona D5/16B4, 

Master Diagnostica); EGFR (Ac monoclonal de conejo, clona EP38Y, Master Diagnostica); 

Ki-67 (Ac monoclonal de conejo, clona SP6, Master Diagnostica); y HER2 (Kit Herceptest, 
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Dako). La tinción fue evaluada por un patólogo. Para ER y PR el resultado positivo fue 

toda aquella tinción nuclear por encima del 1% (83) y para EGFR y CK5/6 cualquier tinción 

membranosa o citoplasmática. El Ki67 fue determinado cuantificando el porcentaje de 

células neoplásicas con tinción nuclear de Ki67. La sobrexpresión de HER2 fue evaluada 

de acuerdo a las guías internacionales (84) y categorizadas como negativas si el 

resultado de la inmunohistoquímica era 0 o +1; cuando el resultado era +2 se determinó 

la amplificación del gen por FISH o por CISH.  

Para la determinación de la pCR, con una tinción de Hematoxilina y Eosina, el patólogo 

determinó un valor dentro de la clasificación de Miller and Payne, donde el 5 equivale a 

ausencia de células tumorales y del 4-1 equivale a diferentes grados de presencia de 

células tumorales. Es decir, todas aquellas pacientes con un valor 5 en la clasificación 

de Miller and Payne tanto en la muestra de la mama como en la muestra del ganglio 

linfático de la axila (ypT0/Tis, N0), se consideran buenas respondedoras al tratamiento 

con NAC y, por lo tanto, presentan pCR. Aquellas pacientes con valores entre 4 y 1 en 

dicha clasificación (en la muestra de la mama o en la axila) se consideran pacientes con 

tumores resistentes al tratamiento con NAC o, dicho de otra manera, pacientes con RD. 

4.1.3 Expresión génica (RNA-cohorte) 

4.1.3.1 Subtipos intrínsecos y el panel PanCancer Pathways  

Los subtipos moleculares fueron determinados con el clasificador PAM50 de Nanostring, 

basado en la expresión de 50 genes y que determina 4 subtipos, Luminal A, Luminal B, 

HER2-enriched y Basal-Like (43). Por otra parte, para determinar la expresión de los 

genes más importantes asociados a cáncer, se realizó una medida de la expresión génica 

de 770 genes (730 genes diana + 40 genes housekeepings) con el panel PanCancer 

Pathways, mediante la tecnología nCounter®. Para determinar aquellos genes que se 

expresaban de forma diferencial entre pacientes que obtenían pCR tras el tratamiento 

versus aquellos que no, se realizó un AED con la herramienta nSolver™, donde el p-valor 

fue ajustado por el método Bejamini-Hochberg. Los genes DE con un p-valor<0.05 
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fueron correlacionados entre ellos con el test de Pearson y el p-valor fue determinado 

por el t-test. Todo ello llevado a cabo en el entorno estadístico de R (versión 3.6). 

Para analizar de una manera más global los cambios biológicos a nivel del conjunto de 

genes que conforman las funciones biológicas o módulos funcionales y no limitarnos a 

única entidad como es el gen, se ha realizado un análisis de enriquecimiento de las rutas 

biológicas. Basado en un análisis de componentes principales, la herramienta nSolverTM 

genera un pathway-score que resume la aportación de los genes de estudio a una ruta 

biológica concreta. Aplicándole la prueba t de student podemos determinar si existen 

diferencias significativas entre los pacientes con pCR y los que no. 

4.1.3.2 Predicción de pCR 

Con el objetivo de mejorar la capacidad predictiva de pCR de los biomarcadores ya 

conocidos, en las variables usadas para el desarrollo de modelos de predicción hemos 

incluido tanto las variables clínico-patológicas de estudio común, como otras variables 

también clínico-patológicas que nos parecían interesantes más los genes DE del panel 

PanCancer Pathways. Para asegurarnos de que la información de los genes DE aportaban 

valor predictivo, o incluso pudieran aportar más información por ellos mismos, 

dividimos los datos en 4 sets; set de datos CLIN (incluye solo la información clínico-

patológica como los biomarcadores de pCR ya conocidos), set de datos GENEX (incluye 

solo los genes DE), set de datos CLINGENEX (incluye tanto la información clínico-

patológica como los genes DE) y PAM50 (incluye sólo la información de PAM50). 

Todos los análisis que a continuación se especifican de los datos obtenidos y evaluados 

como predictores de pCR han sido desarrollados en el entorno estadístico R (versión 

3.6). 

Para determinar la relación de cada una de las variables independientes (características 

clínico-patológicas más genes DE) con la variable problema o dependiente (pCR), se 

realizó un análisis univariante basado en una RL usando como bondad de ajuste del 

modelo el LRT. Para estudiar si un conjunto de variables independientes puede afectar 

de manera combinada a la determinación de la variable dependiente hemos realizado 
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un análisis multivariante con doble validación cruzada. La validación interna con un 

modelo Lasso y una validación externa con LOOCV. Dicho modelo predictivo 

multivariante basado en LASSO, ha sido desarrollado para generar tres modelos 

predictivos para cada uno de los sets de datos (CLIN, GENEX, CLIN_GENEX) en las 

diferentes cohortes de descubrimiento (Cohorte_D_Allsubtypes, Cohorte_D_HER2- y 

Cohorte_D_ER+). Por lo tanto, los modelos predictivos van a ser llamados por el set de 

datos donde han sido definidos seguido de la cohorte donde ha sido probada, es decir, 

vamos a tener 9 modelos predictivos: CLIN_Allsubtypes/HER2-/ER+, 

GENEX_Allsubtypes/HER2-/ER+, y CLINGENEX_Allsubtypes/HER2-/ER. La importancia 

de cada variable dentro del modelo fue medida como el número de veces que fue 

seleccionada durante cada iteración. La firma del modelo la hemos definido como 

aquellas características que no contienen al 0 en el intervalo de confianza del 95%, es 

decir, que el 95% de las iteraciones el coeficiente de la variable es distinto a 0, o, lo que 

es lo mismo, que no se seleccionara el 0 más del 5% de las veces. Una vez definidos los 

modelos, la evaluación de ellos se realizó determinando el área bajo la curva ROC y AUC 

mediante la representación gráfica de la sensibilidad de nuestro modelo frente a la 

especificidad de este. Para hacer más robustos los resultados este proceso se repitió 

1000 veces. El valor de dicho AUC se puede interpretar como la probabilidad de que un 

clasificador puntúe una instancia positiva aleatoriamente más alta que la negativa. 

Cuanto más lejana esté la línea de un modelo predictivo de la línea de estimación 

aleatoria de la curva ROC mayor poder predictivo tiene. Para evitar el desequilibrio de 

las categorías dentro de las diferentes variables, cuando el porcentaje de la clase 

minoritaria es inferior al 30% se ha usado el algoritmo SMOTE que sobremuestrea dicha 

clase.  

A parte de estos 3 modelos generados en base a los 3 sets de datos, hemos incluido un 

modelo que solo incluye a la variable PAM50 para ver el valor predictivo que tiene en 

nuestra Cohorte_Discovery por ella misma (PAM50).  

Los resultados los vamos a representar mediante diferentes representaciones gráficas. 

Los barcharts, que nos presenta el número de veces que la variable es seleccionada por 
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LASSO durante las repeticiones de la validación externa por LOO.  En los crossbars se 

muestra el coeficiente de cada variable de nuestro modelo. Como ha sido iterado 1000 

veces, se ha identificado el cuartil 95% (IC del 95%). En los violin plots se puede observar 

gráficamente la distribución de los AUCs obtenidos durante las 1000 iteraciones. La 

forma de violín identifica la distribución que siguen dichos AUCs. Y los violin ratios 

donde se presenta la ratio de los AUCs de los modelos en cuestión, esto nos permite ver 

la relación entre dos modelos.  

Una vez establecidos los modelos predictivos de pCR con los diferentes sets de datos y 

en los diferentes grupos de pacientes, se evaluó cada uno de ellos con la métrica AUC y 

con doble validación cruzada. Por último, para la validación de nuestros modelos, han 

sido ejecutados en cohortes externas que poseen el mismo esquema de tratamiento y 

poseen la información tanto clínica-patológica como de los genes DE necesarios para el 

modelo predictivo. Por lo tanto, podemos diferenciar entre la cohorte donde hemos 

realizado todos los experimentos y análisis relacionados con el diseño de los modelos 

predictivos (Cohorte_Discovery) y la cohorte externa donde hemos evaluado el poder 

predictivo de nuestros modelos (Cohorte_Validation). Como ya hemos explicado en el 

apartado de pacientes y muestras, la distribución de pacientes entre dichas cohortes se 

especifica en la Figura 10, y el flujo de trabajo para la determinación de los modelos 

predictivos, así como su validación, se especifican en la Figura 12. 
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4.1.4 Análisis de supervivencia 

Usando el entorno estadístico R (versión 3.6) con el paquete Survival (https://CRAN.R-

project.org/package=survival), estimamos la función de supervivencia, así como la curva 

de Kaplan-Meier para calcular la supervivencia global y los intervalos de confianza. Para 

los datos categóricos se ha usado el test log-rank para comparar las curvas de Kaplan-

Figura 12. Flujo de trabajo para la determinación de los modelos predictivos. Con los sets de datos CLIN, GENEX y CLIN_GENEX se han 
determinado las variables más importantes para la determinación de pCR en las pacientes de las Cohortes_Discovery con una doble 
validación cruzada, una validación interna con Lasso y una validación externa por LOOCV. Paralelamente se ha incluido un modelo solo 
con la variable PAM50. De nuevo, Lasso ha sido el método usado para el entrenamiento de los modelos y la métrica para su estimación, 
AUC. Una vez las firmas han sido generadas, han sido probadas en las diferentes cohortes tanto en las Cohortes_Discovery como en las 
cohortes_Validation usando la métrica de AUC para su estimación. El modelo PAM50 solo ha sido probado en las Cohortes_Discovery. 

https://cran.r-project.org/package=survival
https://cran.r-project.org/package=survival
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Meier de diferentes grupos. En el caso de la expresión génica, se ha categorizado en 

base a los cuartiles en baja, intermedia y alta expresión. Además, también hemos llevado 

a cabo un modelo de regresión de Cox. La estimación de los parámetros se ha realizado 

por partial likelihood. El análisis univariante y multivariante ha sido realizado para las 

variables clínico-patológicas y la información de la expresión génica. 

4.3. Mutaciones antes del tratamiento con NAC (DNA-cohorte) 

El análisis bioinformático se realizó a través de la plataforma Genome one (Dreamgenics, 

S. L.), certificada con la marca IVD/CE de productos sanitarios para diagnóstico in vitro 

de acuerdo con la legislación vigente (Número de Licencia: 7157-PS). El procesamiento 

integra los siguientes pasos: Los archivos crudos FASTQ fueron evaluados usando los 

controles de calidad de FastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y Trimmomatic (89) 

para la eliminación de bases, adaptadores y otras secuencias de baja calidad. Cada 

FASTQ se alineó frente a la versión GRCh37/hg19 del genoma humano de referencia 

mediante BWA-mem (90) y la generación de los archivos BAM ordenados se hizo con 

SAMtools (91). Al tratarse de un panel de amplicones, no se eliminaron lecturas 

duplicadas. SNVs e indels fueron identificadas mediante la combinación de VarScan 2 

(92) y un algoritmo de llamada a variantes propio de Dreamgenics S.L. Las variantes se 

anotaron utilizando distintas bases de datos con información funcional (RefSeq, Pfam), 

poblacional (dbSNP, 1000 Genomes, ESP6500, ExAC, gnomAD), de predicción de 

impacto funcional in silico (dbNSFP, dbscSNV), e información relacionada con el cáncer 

(COSMIC, ICGC).  

En cuanto a la priorización de variantes, para la selección de variantes potencialmente 

somáticas en cada muestra se aplicaron los siguientes filtros generales: 

• Variantes con presencia en COSMIC 

• Predicción de efecto en proteína 

• Frecuencia alélica poblacional inferior a 0.05  

• Cobertura total en la posición afectada superior a 50X  

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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• Frecuencia alélica de la variante en la muestra superior a 0.1  

4.4. RESULTADOS 

4.4.1. Expresión génica (RNA-Cohorte) 

4.4.1.1. Características clínico-patológicas 

A continuación, se detallan las descriptivas de las pacientes incluidas en este estudio. 

Se han dividido en las diferentes cohortes en las que se han definido las firmas 

predictivas para dar una idea al lector de cómo es la población de cada una de ellas y, a 

su vez, si son parte de la cohorte de descubrimiento (Cohortes_Discovery) o de la cohorte 

de validación (Cohortes_Validation).  

En las Cohortes_Dicovery (Tabla 5) la mayoría de las pacientes son pre-menopaúsicas 

(70-79% entre las cohortes Allsubtypes, HER2- y ER+), tienen un tamaño tumoral 

prequirúrgico medio en torno a 3.7 cm, el 58.3% de las pacientes tienen afectación 

ganglionar, el 56% de los tumores tienen un grado tumoral histológico entre 1 y 2; cabe 

destacar que el 74% las pacientes de la cohorte ER+ tienen el grado histológico entre 1 

y 2. En el caso de la cohorte que contempla todos las pacientes (Cohorte_D_Allsubtypes) 

el 60% son ER+, el 25% son HER2+ y el 63% tiene menos del 50% de expresión en el 

marcador de proliferación Ki67. En cuanto a los subtipos definidos por IHQ, el 40% son 

Luminales, el 25% HER2+ y el 27% son TN. Los subtipos moleculares definidos por 

PAM50 están distribuidos de la siguiente manera, el 10.7% son Luminales A, el 33.33 % 

Luminal B, el 26.19% son HER2-enriched y el 29% son Basal-Like. De esta cohorte, el 

33.33% han obtenido pCR mientras que el 66.67% no.  

En la cohorte específica de pacientes con el marcador HER2 negativo (Cohorte_D_HER2-

), el 39% tienen ER+, ninguna sobreexpresa el HER2 (es lo que define al grupo), y el 57% 

de las pacientes tienen una expresión de Ki67 menor del 50%.  Un 63.5% son Luminales 

y el otro 36.5% son TN según los subtipos definidos por IHQ. Encontramos la misma 

proporción de pacientes Luminal B y de Basal-Like (39.7%), mientras que el subtipo de 

PAM50 menos presente es el HER2-enriched, solo un 8% de las pacientes. El 25.4% de 

las pacientes obtienen pCR.  
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En la cohorte específica de pacientes con HER2- y ER+ (Cohorte_D_ER+), todas las 

pacientes expresan el marcador ER y ninguna sobreexpresa el HER2. El 70% de las 

pacientes expresan menos del 50% del marcador Ki67, y el 97.4% de las pacientes son 

subtipos Luminal definido por IHQ. El 65% son Luminal B y el 15.7% Luminal A definido 

por PAM50. El 79.5% de las pacientes no obtienen pCR en esta cohorte. En la tabla 6 se 

han descrito las diferencias clínico-patológicas entre las pacientes que obtienen pCR de 

las que no en la cohorte_D_AllSubtypes. 
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Tabla 5. Características clínico-patológicas de las pacientes de las cohortes donde los modelos han sido definidos, 
Cohortes_Discovery 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variables Clínico-patológicas Cohorte_D_Allsubtypes Cohorte_D_HER2- Cohorte_D_ER+ 
 

n % n % n % 
Todos los casos 84 100 63 100 39 100 
Estatus Menopaúsico 

      

Pre-menopaúsico 59 70.23 45 71.42 31 79.49 
Post-menopaúsico 25 29.77 18 28.58 8 20.51 

Tamaño tumoral (media) 3.7 - 3.9 - 3.7 - 
Afectación ganglionar clínica 

      

Positiva 49 58.33 35 55.56 21 53.85 
Negativa 35 41.67 28 44.44 18 46.15 

Grado tumoral histológico 
      

1-2 47 55.95 34 53.97 29 74.36 
3 37 44.05 29 46.03 10 25.64 

Expresión del ER 
      

Positivo 50 59.52 39 61.9 39 100 
Negativo 34 40.48 24 38.1 0 0 

Expresión del PR 
      

Positivo 42 50 33 52.38 32 82.05 
Negativo 42 50 30 47.62 7 17.95 

Sobrexpresión del HER2 
      

Positivo 21 25 0 0 0 0 
Negativo 63 75 63 100 39 100 

Ki67 
      

< 50% 53 63.1 36 57.14 27 69.23 
> 50% 31 36.9 27 42.85 12 30.77 

Subtipos IHQ 
      

Luminales (A+B) 40 47.62 40 63.49 38 97.44 
HER2+ 21 25 0 0 0 0 
Triples Negativos 23 27.38 23 36.51 1 2.56 

Subtipos moleculares por 
PAM50 

      

Luminal A 9 10.71 8 12.70 6 15.79 
Luminal B 28 33.33 25 39.68 25 65.79 
HER2-enriched 22 26.19 5 7.94 4 10.53 
Basal-Like 25 29.77 25 39.68 3 7.89 

Respuesta completa 
patológica (pCR) 

      

Si 28 33.33 16 25.4 8 20.51 
No 56 66.67 47 74.6 31 79.49 
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Tabla 6. Características clínico-patológicas de las pacientes incluidas en la Cohorte_D_Allsubtypes según si han respondido 
o no al tratamiento con NAC.  

Variables clínico-patológicas 

pCR no-pCR 
n=28 n=56 

  n % n % 

Estatus menopáusico 
    

Premenopáusica 17 61 42 75 
Postmenopáusica 11 39 14 25 
Tamaño tumoral 

    

Menor de 2 cm 1 4 10 18 
Entre 2 y 5 cm 23 82 33 59 
Más de 5 cm 4 14 13 23 

Afectación ganglionar clínica 
    

Positivo 15 54 34 61 
Negativo 13 46 22 39 

Grado tumoral histológico 
    

1 1 4 7 13 
2 13 46 26 46 
3 14 50 23 41 

Estatus ER 
    

Positivo 15 54 35 63 
Negativo 13 46 21 38 

Estatus PR 
    

Positivo 12 43 30 54 
Negativo 16 57 26 46 

Estatus HER2 
    

Positivo 12 43 9 16 
Negativo 16 57 47 84 

% Ki67 
    

Menor que 50 16 57 37 66 
Más de 50 12 43 19 34 

Subtipos IHQ 
    

Luminal A 0 0 4 7 
Luminal B 8 29 28 50 
HER2 12 43 9 16 
Triple Negativo 8 29 15 27 

Subtipos PAM50 
    

Luminal A 3 11 6 11 
Luminal B 5 18 23 41 
HER2-enriched 11 39 11 20 
Basal-Like 9 32 16 29 

 

 

De las Cohortes_Validation (Tabla 7) hay muchos datos de las variables 

clinicopatológicas que no disponemos debido a que en los estudios de origen no están 

recogidas, como es el caso de los subtipos definidos por IHQ, los subtipos moleculares 
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definidos por PAM50 o el % de expresión de Ki67. En términos generales, la media del 

tamaño tumoral prequirúrgico está entre 2.7 y 3.17 cm, más del 60% de las pacientes 

tienen afectación ganglionar, y el grado tumoral histológico oscila entre 1, 2 y 3; cabe 

destacar, como en la cohorte_Discovery, que el menor porcentaje de las pacientes con 

grado histológico 3 están en la cohorte ER+. En el caso de la cohorte que contempla 

todas las pacientes (Cohorte_V_Allsubtypes) el 54% son ER+, el 14.5% son HER2. De esta 

cohorte solo el 14.69% han obtenido pCR. En la cohorte específica de pacientes con el 

marcador HER2 negativo (Cohorte_V_HER2-), el 61% tienen ER+ y aproximadamente el 

17% de las pacientes obtienen pCR. En la cohorte específica de pacientes con HER2- y 

ER+ (Cohorte_V_ER+), todas las pacientes expresan el marcador ER y ninguna 

sobreexpresa el HER2. Más del 91% de las pacientes no obtienen pCR en esta cohorte.  

Podemos destacar como diferencias entre ambas cohortes (Discovery vs Validation), que 

el tamaño tumoral medio entre una y otra varía, conteniendo tumores más grandes en 

en la Cohorte_Discovery (3.7 vs 2.9 cm, respectivamente). La afectación ganglionar es 

levemente mayor en la Cohorte_Validation y la representación de tumores positivos para 

ER es similar entre ambas cohortes, mientras que la sobreexpresión de HER2 es mayor 

en la Cohorte_Discovery. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                Predicción de la respuesta al tratamiento Neoadyuvante 
Capítulo I                                                                            

69 

 

Tabla 7. Características clínico-patológicas de los pacientes incluidos para la validación de los modelos predictivos, 
Cohortes_Validation 

 

4.1.4.1 Asociación entre variables clínico-patológicas 

En lugar de un análisis de correlación, que únicamente abarca aquellas correlaciones con 

relación lineal, se ha realizado un análisis de asociación entre variables para poder 

identificar todas las asociaciones, tanto lineales como no lineales. En la tabla se 

especifican aquellas asociaciones con significación estadística. En nuestra 

cohorte_Discovery hemos encontrado que las asociaciones más fuertes son entre la 

Variables Clínico-
patológicas 

Cohorte_V_Allsubtypes Cohorte_V_HER2- Cohorte_V_ER+ 

 
n % n % n % 

Todos los casos 177 100 564 100 344 100 
Tamaño tumoral (media) 2.7 - 3.17 - 3.14 - 

0 2 1.12 2 0.35 2 0.58 
1 11 6.22 12 2.13 10 2.9 
2 75 42.38 85 15.07 52 15.12 
3 37 20.9 254 45.04 153 44.48 
4 51 28.82 211 37.41 127 36.92 
NA 1 0.56 

    

Afectación ganglionar 
clínica 

      

Positivo 118 66.66 377 66.85 219 63.66 
Negativo 59 33.34 187 33.15 125 36.34 

Grado tumoral histológico 
      

1 15 8.47 42 7.45 38 11.05 
2 60 33.9 220 39 186 54.07 
3 72 40.68 302 53.55 120 34.88 
NA 30 16.95 

    

Expresión del ER 
      

Positivo 97 54.8 344 61 344 100 
Negativo 80 45.2 220 39 0 0 

Expresión del PR 
      

Positivo 82 46.32 282 50 262 76.16 
Negativo 95 53.68 282 50 82 23.84 

Sobrexpresión del HER2 
      

Positivo 26 14.68 0 0 0 0 
Negativo 151 85.32 564 100 344 100 

Respuesta completa 
patológica (pCR) 

      

Si 26 14.69 97 17.2 28 8.14 
No 151 85.31 467 82.8 316 91.86 
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expresión de ER y de PR (p<1.02e-13), entre la expresión de ER y los subtipos de PAM50 

(p<3.68e-8) y entre los subtipos de PAM50 y los subtipos IHQ (p<1e-7) (Tabla 8). 

Tabla 8. Asociaciones entre las variables incluidas en este estudio. Solo se muestran aquellas con significación estadística 

Variable clínico-patológica 1 Variable clínico-patológica 2 Test estadístico 

Grado tumoral histológico Expresión de ER 0.0007548 

Grado tumoral histológico Expresión de PR 0.008355 

Grado tumoral histológico Ki67 5.61e-05 

Grado tumoral histológico Subtipos IHQ 3.32e-05 

Grado tumoral histológico Subtipos PAM50 0.002618 

Expresión de ER Expresión de PR 1.021e-13 

Expresión de ER Subtipos IHQ 1e-07 

Expresión de ER Subtipos PAM50 3.682e-08 

Expresión de PR Subtipos IHQ 1e-07 

Expresión de PR Subtipos PAM50 1.105e-05 

Sobreexpresión de HER2 Subtipos IHQ 1e-07 

Sobreexpresión de HER2 Subtipos PAM50 0.01054 

Sobreexpresión de HER2 PCR 0.01616 

Ki67 Subtipos IHQ 0.003621 

Ki67 Subtipos PAM50 0.005059 

Subtipos IHQ Subtipos PAM50 1e-07 

Subtipos IHQ PCR 0.01371 

 

4.4.1.2. Panel PanCancer pathways en la cohorte_Discovery: Análisis de expresión 

diferencial (AED), correlación entre genes diferencialmente expresados y 

enriquecimiento en rutas biológicas. 

Con el objeto de conocer cómo se comportan los genes, seleccionados en base a su 

asociación con cáncer, entre las pacientes que obtienen pCR y las que no (en la 

Cohorte_D_Allsubtypes), y, en base a esa información, encontrar una firma predictiva de 

la respuesta al tratamiento, se ha realizado un AED de los 730 genes incluidos en el 

panel PanCancer Pathways de Nanostring. 

De las 84 pacientes incluidas en este estudio se pudo obtener RNA de calidad (según 

ratios 260/280 y 260/230) con una concentración óptima para llevar a cabo la medición 

de la expresión génica. 

Los genes DE (Tabla 9) entre las pacientes que obtienen pCR y las que no, con p-valor 

por debajo de 0.05 son: CDC6 (p=0.00016), LEFTY1 (p=0.00024), FGFR4 (p=0.0018), 
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MYCN (p=0.0092), IDH2 (p=0.0092), STK11 (p=0.034), FGF10 (p=0.041), RASGRF1 

(p=0.045), WNT3 (p=0.045) y GNG4 (p=0.045). Los datos de log2 Fold Change (FD) 

indica que los genes CDC6, FGFR4, MYCN, IDH2, RASGRF1 y GNG4 se encuentran más 

expresados en aquellas pacientes que consiguen pCR tras el tratamiento con NAC que 

en aquellas que no. El opuesto es el caso de los genes LEFTY1, STK11, FGF10, WNT3, 

que se encuentran más expresados en las pacientes con tumores resistentes al 

tratamiento, es decir con RD. Los mayores cambios encontrados entre pCR y no pCR se 

observan en los genes CDC6, LEFTY1, FGFR4, MYCN y GNG4, con un log2 FC superior a 

1.5 en valor absoluto (Tabla 9). En la figura 13 se representan el número de counts 

normalizados determinados en la medición de la expresión génica de cada uno de los 

genes DE entre las pacientes que obtienen pCR y las que no. En el volcano plot, podemos 

observar aquellos genes DE con significancia estadística (p<0.05) y el log2 FC de cada 

uno de ellos (Figura 14). 

 

Tabla 9. Genes DE entre las pacientes que obtienen pCR tras el tratamiento con NAC y las que no. Solo se han seleccionado 
aquellos genes con un p-valor ajustado por debajo de 0.05. Se incluye una barra de intensidad según el Log2 FC que se 
obtiene de cada gen. En escala de rojo aquellos genes con un Log2 FC superior a 0, es decir que se expresan más en aquellos 
pacientes que obtienen pCR y en escala de azul aquellos que se expresan menos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes Log2 Fold Change p-valor ajustado por Bejamini-
Hochberg 

Rutas biológicas 

FGFR4 1.81  0.00185 MAPK, PI3K, RAS 
CDC6 1.68  0.000167 Cell Cycle - Apoptosis 
GNG4 1.59  0.045 PI3K, RAS 
MYCN 1.58  0.00922 Transcriptional Misregulation 

RASGRF1 1.39  0.045 MAPK, RAS 
IDH2 0.882  0.00922 Driver Gene 

STK11 -0.359  0.0349 Driver Gene, PI3K 
WNT3 -0.891  0.045 Hedgehog, Wnt 
FGF10 -1.41  0.0418 MAPK, PI3K, RAS 
LEFTY1 -1.51  0.00024 TGF-beta 
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Figura 14. En el volcano plot se representan todos los genes según el p-valor ajustado 
obtenido en el AED (eje de ordenadas) y el valor del Log2 FC (eje de abscisas). Con las líneas 
punteadas se representan diferentes niveles de p-valor y la zona del volcano donde se 
posicione el gen corresponderá con un p-valor concreto y un valor de FC determinado. 
Aquellos genes en la zona izquierda desde el valor 0 del eje de abscisas, serán aquellos 
genes con menor expresión en las pacientes que obtienen pCR, en la parte derecha estarán 
los genes que se expresen al alza. 

Figura 13. Diagramas de cajas. Se representan cada uno de los genes DE con un diagrama de cajas donde se muestra el número de 
counts normalizados procedentes del análisis de los resultados obtenidos (eje de ordenadas) frente a la situación de estudio, pCR sí o 
no (eje de abscisas).  
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A continuación, vamos a detallar la función de cada uno de los genes DE. La mayoría de 

la información ha sido extraída de la website Genecard (www.genecard.com) y se ha 

especificado el año en el que se incluyó la información del gen en RefSeq.  

EL gen CDC6 es un regulador esencial en la activación y mantenimiento del ciclo celular 

(RefSeq, 2008). En tumores de mama ER-, la sobreexpresión de CDC6 se ha visto 

relacionada con mal pronóstico a través de la sobreexpresión, a su vez, de MCM2-7(94). 

La alta expresión de CDC6 está asociada a un aumento en la proliferación celular (95) 

por lo que cabe esperar una respuesta satisfactoria al tratamiento con NAC en aquellos 

pacientes que tengan sobreexpresado este gen, como es el caso de nuestros resultados. 

EL gen LEFTY1 ha sido relacionado con fenotipos Stemness (96), está involucrado en la 

activación de la proliferación de las células progenitoras epiteliales tanto tumorales 

como sanas (23). La expresión al alza de este gen está relacionada con la capacidad 

proliferativa a largo plazo de las células progenitoras y esto a su vez se ha demostrado 

que se asocia a resistencia al tratamiento tanto con radiación como con quimioterapia 

(97). En nuestros resultados, los pacientes que obtienen pCR, es decir, que son sensibles 

al tratamiento con NAC el cual se basa en el uso de agentes quimioterápicos, tienen una 

disminución en la expresión de este gen con respecto a aquellos pacientes con tumores 

resistentes. Estos resultados tienen coherencia con lo encontrado en la literatura. Wnt3, 

que está también involucrado en procesos que tienen lugar durante la embriogénesis, 

es un oncogén ampliamente estudiado y relacionado con el cáncer de mama. Se relaciona 

con marcadores de transición epitelio-mesénquima (EMT, epithelial–mesenchymal 

transition) en tumores de mama ER- (98). La expresión de Wnt3 es más elevada en el 

desarrollo y durante la morfogénesis embrionaria mamaria; por otra parte, su 

importancia en la activación de las stemcells ya ha sido validada (99). Al igual que lo 

esperado con la expresión del gen LEFTY1, el hecho de que en nuestra cohorte el gen 

Wnt3 se encuentre más inhibido en aquellos tumores sensibles al tratamiento, podría 

deberse a la menor presencia de cancer stem cells en las muestras sensibles a la NAC. 

En el caso de FGF10 y FGFR4, ambos están relacionados con el crecimiento fibroblástico; 

FGF10 tiene capacidad mitogénica y está involucrado en el desarrollo, crecimiento 

tumoral, invasión y supervivencia celular (RefSeq, 2008); ademásestá relacionado con 

http://www.genecard.com/
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EMT en el proceso de iniciación metastásico en cáncer de mama (100). Estas 

herramientas de supervivencia celular del gen FGF10, son coherentes en nuestros 

resultados con su expresión a la baja en los tumores que obtienen pCR. FGFR4 es una 

tirosin-kinasa que actúa como receptor citoplasmático para los factores de crecimiento 

fibroblástico (RefSeq, 2017). La sobreexpresión de este gen ha sido previamente 

definida y asociada al subtipo HER2-enriched. Teniendo en cuenta que dicho subtipo 

obtiene la mejor tasa de pCR tras el tratamiento con NAC (1), cabe esperar que la alta 

expresión de FGFR4 se asocie con tumores que responden al tratamiento en nuestra 

cohorte, tal y como nuestros resultados muestran. MYCN es un proto-oncogén, factor 

de transcripción de la familia MYC. Un estudio reciente en una cohorte de tumores TN 

ha demostrado que dicho gen está sobreexpresado significativamente en tumores 

resistentes a la NAC pero no en tumores que no han sido tratados, en ambos casos 

después de la cirugía (101). Según nuestros resultados una expresión al alza de este gen 

en el tumor primario se asocia a respuesta al tratamiento con NAC satisfactoria. Dado 

que nuestra cohorte no es exclusivamente de tumores TN, y que los estudios más 

actuales sobre este gen no son como biomarcador predictivo sino relacionado con un 

estatus concreto tras el tratamiento, no encontramos resultados contradictorios. IDH2 

tiene un rol importante en la producción de energía celular; mutaciones en este gen 

están asociadas a cánceres como el de colon o de cerebro (RefSeq, 2014). La 

sobreexpresión de este gen en líneas celulares de cáncer de pulmón se ha visto asociada 

a un aumento del crecimiento celular mediante la bajada de αKG y ROS, y la inducción 

de HIF1α (efecto Warburg) (102). Dado que el tratamiento con NAC es más efectivo 

cuando hay una activación de la proliferación, cabe pensar que, aunque la patología no 

sea la misma, el efecto en la maquinaria celular sea similar y eso coincide con los 

resultados obtenidos. STK11 es un miembro de la familia Serina/Treonia kinasa. Está 

implicado en procesos como el metabolismo celular, apoptosis, respuestas al daño 

celular o freno del ciclo celular (103). Actúa como un supresor de tumores a través del 

control de la familia AMPK (RefSeq, 2008). Su estrecha relación con el control y freno del 

ciclo celular concuerda con que esté menos expresada en pacientes que responden al 

tratamiento y que podrían tener más activada la proliferación.  Por último, RASGRF1, 
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responsable de la disociación de GDP de las proteínas RAS (RefSeq, 2009), también ha 

sido postulado como un marcador epigenético en ctDNA para la detección de cáncer de 

mama temprano (104). Por último, GNG4 es la subunidad gamma 4 de la proteína G 

(UniProtKB P50150). A nivel de respuesta ante el tratamiento citotóxico, diferencias en 

la expresión génica de estos genes no han sido relacionadas previamente con ella.  

En el circus plot (Figura 15) ha sido representado los genes DE y las rutas biológicas a 

los que pertenecen esos genes (los 13 vías canónicos que tanto el panel PanCancer 

Pathways como la herramienta nSolver™ tienen en cuenta). Representados de esta 

manera podemos observar como las rutas biológicas de la PIK3 y de RAS están más 

representados en nuestros datos, ya que son los que comparten más genes DE. Esto solo 

nos da una idea, ya que para saber si existen enriquecimiento de vías biológicas entre 

las condiciones pCR y no pCR es necesario usar la información de todos los genes 

analizados y no solo los genes DE, además de hacer otros tests estadísticos como la t 

de Student. Aunque lo vamos a especificar más adelante, ya podemos adelantar que la 

vía Transcriptional Regulation es uno de los que se relacionan con la pCR de manera 

estadísticamente significativa.  
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Figura 15. Circos plot. Se representa los 10 genes DE enlazados a las rutas que pertenecen con colores diferentes. Los 
genes, a su vez, se le asigna un color que va desde el rojo hasta el azul según el Log2 FC que presenten con respecto a 
la pCR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 16 y en la Tabla 10 se muestran los resultados del análisis de correlación 

entre los genes DE. En la figura 15 vemos cómo se van moviendo las relaciones entre 

los genes desde -1 (correlación negativa perfecta, cuando uno aumenta el otro 

disminuye) hasta 1 (correlación positiva perfecta, cuando uno aumenta el otro también). 

El signo de la correlación entre genes diferencialmente expresados en la misma dirección 

(por ejemplo, sobreexpresados), es positivo en la mayoría de los casos, mientras que es 

negativo en aquellos genes con tendencias opuestas con respecto a la expresión 

diferencial.  
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Figura 16. En la matriz se muestran las correlaciones entre los 10 
genes DE. El color de los nombres de los genes depende del Log2 FC 
obtenido en el AED (el color rojo para los genes expresados al alza en 
las pacientes con pCR y en azul aquellos expresados a la baja). En la 
barra lateral vemos una gradación de color desde rojo hasta azul que 
corresponde al valor r de la correlación de Pearson. Desde el rojo más 
intenso (correlación positiva perfecta, r=1) hasta el azul más oscuro 
(correlación negativa perfecta, r=-1). Esto mismo se ha representado 
en cada una de las interacciones dentro de la matriz. Aquellas 
interacciones que estadísticamente significativas se han identifica con 
un asterisco.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 10. Esta tabla dividida en dos representa el valor r de la correlación de Pearson de cada uno de los pares de genes y el 
p-valor del t-test asociado a dicha correlación. 



                                                Predicción de la respuesta al tratamiento Neoadyuvante 
Capítulo I                                                                            

78 

 

Aunque en los resultados del AED ya veíamos una tendencia en cuanto a las rutas 

biológicas más representados en el set de genes DE, para determinar el enriquecimiento 

en rutas biológicas entre los grupos de pacientes pCR y no-pCR es necesario tener la 

información del mayor número de genes implicados en dichas vías, por ello usamos el 

pathway-score (unifica los datos de cada gen que forma parte de esa ruta biológica en 

un único score) y la t de student para ver si existen diferencias significativas. De las 13 

vías o rutas que contemplamos, en los resultados del t de student se muestra que existen 

3 vías que se encuentran más activadas en una situación con respecto a otra. Las vías 

Chromatin modification (p=0.01), Transcriptional Regulation (p=0.032) y JAK-STAT 

(p=0.048) se encuentras más activados en aquellas pacientes que consiguen pCR tras el 

tratamiento con NAC (Figura 17).  
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Figura 17. A. Diagrama de barras. Representación de todos las vías o rutas biológicas que incluimos en el análisis funcional. La 
línea punteada determina el p-valor por debajo de 0.05. B, C y D. Diagramas de cajas. Se representan las tres rutas 
estadísticamente significativas según su comportamiento entre las pacientes que obtienen pCR y las que no, Chromatin 
modification, JAK-STAT y Transcriptional misregulation pathways. 
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4.4.1.3.  Predicción de pCR en Cohorte_Discovery 

Tal y como hemos especificado con anterioridad, actualmente hay variables clínico-

patológicas ya conocidas que predicen pCR, sin embargo, ninguno de ellos se posiciona 

como un claro marcador de la respuesta a la NAC en la comunidad científica. Con el 

objetivo de mejorar la capacidad predictiva de pCR de los biomarcadores ya conocidos, 

en las variables usadas para el diseño de modelos predictivos hemos incluido tanto las 

variables clínico-patológicas predictoras de pCR ya conocidas, incluyendo la variable de 

subtipos moleculares definidos por PAM50, como otras variables también clínico-

patológicas que nos parecían interesantes y los genes diferencialmente expresados del 

panel PanCancer Pathways entre aquellos pacientes con pCR y no-pCR.  

Según el análisis univariante, usando el LRT, hemos identificado que las variables 

clínico-patológicas sobreexpresión del HER2, subtipos IHQ y subtipo molecular 

determinado por PAM50, están significativamente relacionados con la pCR. Según el 

modelo univariante, la sobreexpresión del HER2 aumenta en casi 4 veces la probabilidad 

de conseguir pCR. Esos subtipos determinados por IHQ como HER2+ o TN aumenta en 

5 y 2 veces, respectivamente, la probabilidad de conseguir pCR cuando comparamos 

con los subtipos Luminales, y en cuanto a los subtipos moleculares definidos por PAM50, 

el HER2enriched y Basal-like (No-luminales) tienen más de 2.5 veces la probabilidad de 

conseguir pCR que los Luminales (Luminal A y Luminal B). En cuanto a los genes DE, 

todos están relacionados de manera significativa con la pCR exceptuando el gen GNG4. 

Estos resultados son coherentes con el análisis de expresión diferencial entre las 

pacientes con pCR y sin ella. El OR de los genes DE relacionados con pCR obtenidos en 

el modelo univariante también siguen la tendencia de los log2 FC obtenidos en el AED. 

Aquellos genes con el OR mayor de 0, relacionados de manera positiva con pCR, son 

aquellos que se sobreexpresan en las pacientes con pCR en el AED, como es el caso de 

CDC6, FGFR4, MYCN, IDH2 y RASGRF1. Y aquellos el OR menores de 0, están expresados 

a la baja en las pacientes con pCR, como es el caso de LEFTY1, STK11, FGF10 y WNT3 

(Tabla 11).  
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Tabla 11. Análisis de regresión logística univariante entre las variables clínico-patológicas incluidas en este estudio y los 10 
genes DE y la variable pCR, Odds Ratio y p-valor del Likehood Ratio test (LRT) de las relaciones. Solo se muestran las relaciones 
con un p-valor<0.05.  

 

Para asegurarnos de que la información de los genes DE aportaban valor predictivo (y 

no solo igualan) a las variables ya conocidas, o incluso aportan más información por 

ellos mismos, se dividen en 3 sets de datos, por un lado, el set CLIN que incluye solo las 

variables clínico-patológicas inclusive los biomarcadores de pCR ya conocidos, el set 

GENEX que incluye solo la información de los genes DE, y el set CLIN_GENEX que incluye 

tanto la información clínica como la información genética.   

Con el análisis predictivo multivariante basado en LASSO se han generado tres modelos 

predictivos para cada uno de los sets de datos (CLIN, GENEX y CLIN_GENEX) en las 

diferentes Cohortes_Discovery (Cohorte_D_Allsubtypes, Cohorte_D_HER2- y 

Cohorte_D_ER+). Aparte de estos 3 modelos generados en base a los 3 sets de datos, 

hemos incluido un modelo que solo incluye a la variable PAM50 para ver el valor 

predictivo que tiene en nuestra Cohorte_Discovery.  

 

Variables relacionadas con pCR Odds Ratio (95% CI) p-valor del LRT 

Sobreexpresión de HER2 

Positivo vs negativo 

 

3.9 

 

(1.4 – 11.34) 

0.008 
 

Subtipos IHQ 

HER2+ vs Luminal 

Triple negativo vs Luminal 

 

5.33 

2.31 

 

(1.7 – 17.83) 

(0.66 – 6.91) 

0.014 
 

Subtipos moleculares por PAM50 

No-Luminal vs Luminal 

 

2.68 

 

(1.04 – 7.42) 

0.040 
 

CDC6 1.65 (1.158 - 2.52) 0.004 

LEFTY1 0.753 (0.60 - 091) 0.0047 

FGFR4 1.48 (1.20 - 1.92) 4.03E-05 

MYCN 1.22 (1.02 - 1.47) 0.02 

IDH2 2.22 (1.25 - 4.4) 0.0053 

STK11 0.11 (0.026 - 0.39) 0.00021 

FGF10 0.79 (0.63 - 0.98) 0.035 

RASGRF1 1.24 (1.06 - 1.48) 0.0072 

WNT3 0.75 (0.56 - 0.97) 0.03 
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Según su peso en el modelo, se han seleccionado las variables más importantes para la 

predicción de pCR en cada uno de los sets de datos (CLIN, GENEX y CLIN_GENEX). Sólo 

se han seleccionado aquellas variables con menos del 5% con coeficiente igual a 0 y esas 

serán las que compongan el modelo. Una vez definidos los modelos, la evaluación de 

ellos se realizará determinando el área bajo la curva ROC y AUC mediante la 

representación gráfica de la sensibilidad de nuestro modelo frente a la especificidad de 

este. El valor de dicho AUC se puede interpretar como la probabilidad de que un 

clasificador puntúe una instancia positiva aleatoriamente más alta que la negativa. 

Cuanto más lejana esté la línea de un modelo predictivo de la línea de estimación 

aleatoria de la curva ROC mayor poder predictivo tiene. Como el modelo PAM50 incluye 

sólo a la variable PAM50 no hay necesidad de seleccionar variables en base al % con 

coeficiente igual a 0. Los resultados se representan mediante: un barchart, que nos 

identifica el número de veces que la variable es seleccionada por Lasso durante las 

repeticiones de la validación externa por LOO, crossbars, que muestra el coeficiente de 

cada variable de nuestro modelo, los violin plots, que nos permiten observar 

gráficamente la distribución de los AUCs obtenidos durante las 1000 iteraciones, y los 

violin ratios, que nos da una idea de la mejoría de un modelo con respecto a otro. 

4.4.1.3.1. Predicción de pCR en la Cohorte_D_Allsubtypes 

En el modelo CLIN_Allsubtypes la variable seleccionada ha sido la sobreexpresión del 

HER2; en el modelo GENEX_Allsubtypes, la expresión de los genes CDC6, FGFR4, LEFTY1, 

STK11 e IDH2. La combinación de la sobreexpresión del HER2 y de la afectación 

ganglionar clínica, más la información de la expresión génica de los genes FGFR4, 

LEFTY1, STK11, CDC6 e IDH2, forman el modelo predictivo CLINGENEX_Allsubtypes 

(Figura 18).  
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A B 

Figura 18. Representación de la importancia de las variables dentro de cada uno de los modelos predictivo de pCR de la 
Cohorte_D_AllSubtypes.  A. Diagrama de barras donde se muestran las variables con más peso dentro de los tres sets de datos (CLIN, 
GENEX, CLINGENEX). En el eje de ordenadas se identifican las variables en orden según la importancia dentro del modelo, en el eje de 
abscisa se muestra el porcentaje del número de veces que la variable seleccionada por LASSO obtiene un coeficiente 0. B. Crossbars. Se 
identifica el coeficiente de cada variable. Al haberse iterado mil veces, se identifica el intervalo de confianza del 95%. El punto representa 
la media y la línea representa el intervalo.  
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En este caso, y tal y como se muestra en la representación gráfica de los modelos de 

este apartado (Figura 19), tanto el modelo PAM50 como el modelo CLIN_Allsubtypes 

obtienen los valores más bajos de AUC (0.51 y 0.55, respectivamente) y sus curvas tienen 

menos distancia a la estimación aleatoria, por lo que su valor predictivo no es muy 

diferente al propio azar. Cuando la información de la expresión génica es combinada 

con la información clínica, como es el caso del modelo CLINGENEX_ Allsubtypes, el valor 

de nuestro modelo se aleja de la estimación aleatoria y el valor del AUC aumenta hasta 

el 0.74. En este caso, la información de la expresión génica por sí sola (modelo 

GENEX_Allsubtypes) es capaz de predecir la respuesta al tratamiento con el valor de AUC 

más alto, 0.79. En el violin plot, la forma de violín identifica la distribución que siguen 

dichos AUCs; de esta forma, en el modelo GENEX_Allsubtypes vemos que el valor se 

encuentra muy centrado y compacto en el 0.79, mientras que en el modelo 

CLIN_Allsubtypes o PAM50 tienen una distribución más extendida o lo que es lo mismo, 

el rango del AUC es mayor. En la Tabla 12 se resumen los modelos de este apartado con 

las variables seleccionadas y el AUC estimado. 
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Tabla 12. Resumen de los modelos predictivos de la cohorte_D_Allsubtypes con las variables seleccionadas (aquellas con 
menos del 5% de coeficiente igual a 0 en la selección con LASSO) y el AUC obtenido en cada caso.  

 

 

 

 

 

 

 

Cohorte Modelo predictivo Variables seleccionadas AUC 

Co
ho

rt
e_

D
_A

lls
ub

ty
pe

s CLIN_Allsubtypes Sobreexpresión de HER2 0.55 

GENEX_Allsubtypes CDC6 + FGFR4 + LEFTY1 + STK11 + IDH2 0.79 

CLINGENEX_Allsubtypes 
Sobreexpresión de HER2 + Afectación 

ganglionar clínica + FGFR4 + LEFTY1 + 
STK11 + IDH2 

0.74 

PAM50 PAM50 0.51 

A 

B 

Figura 19. A. Curvas ROC de los modelos predictivos de pCR de la 
Cohorte_D_Allscubtypes. B. Los violin plots representan la distribución del AUC 
obtenido durante las mil iteraciones.  
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4.4.1.3.2. Predicción de pCR en la Cohorte_D_HER2- 

En el modelo CLIN_HER2- las variables seleccionadas han sido el grado tumoral 

histológico y el tamaño tumoral mamográfico, en el modelo GENEX_HER2-, la expresión 

de los genes STK11, LEFTY1 y FGFR4. La combinación del tamaño tumoral mamográfico, 

la afectación ganglionar clínica y la expresión del ER por IHQ más la información de la 

expresión génica de los genes FGFR4, LEFTY1 y STK11 forman el modelo predictivo 

CLINGENEX_HER2- (Figura 20). 
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Figura 20. Representación de la importancia de las variables dentro de cada uno de los modelos predictivo de pCR de la Cohorte_D_HER2-.  
A. Diagrama de barras donde se muestran las variables con más peso dentro de los tres sets de datos (CLIN, GENEX, CLINGENEX). En el eje 
de ordenadas se identifican las variables en orden según la importancia dentro del modelo, en el eje de abscisa se muestra el porcentaje del 
número de veces que la variable seleccionada por LASSO obtiene un coeficiente 0. B. Crossbars. Se identifica el coeficiente de cada variable. 
Al haberse iterado mil veces, se identifica el intervalo de confianza del 95%. El punto representa la media y la línea representa el intervalo. 
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Tal y como se muestra en la representación gráfica de los modelos de este apartado 

(Figura 21), tanto el modelo PAM50 como el modelo CLIN_HER2- obtienen los valores 

más bajos de AUC (0.52 y 0.6, respectivamente) y sus curvas tienen menos distancia a 

la estimación aleatoria, por lo que su valor predictivo no es muy diferente al propio azar. 

Cuando la información de la expresión génica es combinada con la información clínica, 

como es el caso del modelo CLINGENEX_ HER2-, el valor predictivo de nuestro modelo 

se aleja de la estimación aleatoria y el valor del AUC aumenta hasta el 0.85, siendo el 

modelo con el mayor AUC de aquellas pacientes. La información de la expresión génica 

por sí sola (modelo GENEX_HER2-) es capaz de predecir la respuesta al tratamiento con 

un valor de AUC de 0.83, que aun no siendo el AUC más alto, está muy cercano a él 

además de tener un comportamiento muy similar en la curva ROC. En el violin plot la 

forma de violín identifica la distribución que siguen dichos AUCs. En el modelo 

GENEX_HER2-, y algo menos en el CLINGENEX_HER2-, vemos que los valores se 

encuentran muy centrados y compactos en el 0.83 y 0.85, mientras que en el modelo 

CLIN_HER2- o PAM50 tienen una distribución más extendida. En la Tabla 13 se resumen 

la información de los modelos predictivos de este apartado. 
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Tabla 13. Resumen de los modelos predictivos de la cohorte_D_HER2- con las variables seleccionadas (aquellas con menos 
del 5% de coeficiente igual a 0 en la selección con LASSO) y el AUC obtenido en cada caso. 

 

 

 

Cohorte Modelo predictivo Variables seleccionadas AUC 

Co
ho

rt
e_

D
_H

ER
2-

 CLIN_HER2- Grado tumoral histológico + tamaño tumoral mamográfico 0.6 

GENEX_HER2- STK11 + LEFTY1 + FGFR4 0.83 

CLINGENEX_HER2- 
Tamaño tumoral mamográfico + afectación ganglionar 

clínica + ER + FGFR4 + LEFTY1 + STK11 
0.85 

PAM50 PAM50 0.52 

A 

B 

Figura 21. A. Curvas ROC de los modelos predictivos de pCR de la Cohorte_D_HER2-. 
B. Los violin plots representan la distribución del AUC obtenido durante las mil 
iteraciones. 
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4.4.1.3.3. Predicción de pCR en la Cohorte_D_ER+ 

En el modelo CLIN_ER+ las variables seleccionadas han sido el grado tumoral 

histológico, el tamaño tumoral mamográfico y la afectación ganglionar clínica, en el 

modelo GENEX_ER+, la expresión de los genes CDC6, FGFR4, RASGRF1, LEFTY1, WNT3 

y GNG4. La combinación del grado tumoral histológico, el tamaño tumoral mamográfico, 

la afectación ganglionar y la expresión de PR determinada por IHQ más la información 

de la expresión génica de los genes CDC6, FGFR4, LEFTY1, WNT3 y GNG4 forman el 

modelo predictivo CLINGENEX_ER+ (Figura 22).  
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El modelo CLIN_ER+ obtiene el valor más bajo de AUC, con un 0.71. En los modelos 

CLINGENEX_ER+ y GENEX_ER+ los valores de AUC están muy cercanos a la perfección de 

un clasificador con valores cercanos al 1, ambos modelos obtienen un valor AUC de 

A B 

Figura 22. Representación de la importancia de las variables dentro de cada uno de los modelos predictivo de pCR de la Cohorte_D_ER+.    
A. Diagrama de barras donde se muestran las variables con más peso dentro de los tres sets de datos (CLIN, GENEX, CLINGENEX). En el eje 
de ordenadas se identifican las variables en orden según la importancia dentro del modelo, en el eje de abscisa se muestra el porcentaje del 
número de veces que la variable seleccionada por LASSO obtiene un coeficiente 0. B. Crossbars. Se identifica el coeficiente de cada variable. 
Al haberse iterado mil veces, se identifica el intervalo de confianza del 95%. El punto representa la media y la línea representa el intervalo. 
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0.96.  El valor de nuestro modelo se aleja de la estimación aleatoria y el valor del AUC 

aumenta hasta el 0.74. En este caso, la información de la expresión génica por si sola 

(modelo GENEX_ER+) es capaz de predecir la respuesta al tratamiento con el valor de 

AUC más alto, 0.79. En el violin plot la forma de violín identifica la distribución que 

siguen dichos AUCs, de esta forma, en el modelo GENEX_ER+ vemos que el valor se 

encuentra muy centrado y compacto en el 0.79, mientras que en el modelo CLIN_ER+ o 

PAM50 tienen una distribución más extendida o lo que es lo mismo, el rango del AUC 

es mayor (Figura 23). En la Tabla 14 se muestran las variables seleccionadas para cada 

uno de los modelos y el resultado de AUC. 
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Figura 23. A. Curvas ROC de los modelos predictivos de pCR de la Cohorte_D_ER+.          
B. Los violin plots representan la distribución del AUC obtenido durante las mil 
iteraciones. 
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Tabla 14. Resumen de los modelos predictivos de la cohorte_D_ER+ con las variables seleccionadas (aquellas con menos del 
5% de coeficiente igual a 0 en la selección con LASSO) y el AUC obtenido en cada caso. 

Cohorte Modelo predictivo Variables seleccionadas AUC 
Co

ho
rt

e_
D

_E
R+

 

CLIN_ER+ 
Grado tumoral histológico + tamaño tumoral mamográfico 

+ Afectación ganglionar clínica  
0.71 

GENEX_ER+ CDC6 + FGFR4 + RASGRF1 + LEFTY1 + WNT3 + GNG4  0.96 

CLINGENEX_ER+ 
Grado tumoral histológico + Tamaño tumoral mamográfico 

+ Afectación ganglionar clínica + PR + CDC6 + FGFR4 + 
LEFTY1 + WNT3 + GNG4  

0.96 

PAM50 PAM50 0.76 

 

4.4.1.3.4. Mejora de los modelos predictivos frente a PAM50 como predictor individual 

En los violíns plots (Figura 24) donde se muestran las ratios de los modelos predictivos 

de pCR que proponemos frente al modelo PAM50, observamos que sólo en aquellos 

casos donde no se incluye la información molecular, PAM50 tiene mayor o prácticamente 

igual poder predictivo. Cuando la expresión de los genes específicos de cada modelo de 

cada cohorte es incluida, PAM50 pierde valor en la determinación de la respuesta al 

tratamiento con NAC, siendo más pronunciado en pacientes que incluyen todos los tipos 

de tumores de mama y en los tumores HER2-. No es tan acusada, aunque sigue siendo 

superior, en los tumores HER2-/ER+. 
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Figura 24. Violin plots. Se representa la ratio del AUC de los modelos definidos en las 
diferentes cohortes versus el modelo que incluye solo la variable PAM50. Valores por 
encima de 1 indican una mejoría de los modelos propuestos frente al modelo PAM50.  
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4.4.1.3.5. Validación de los modelos predictivos  

Tal y como se ha especificado en la sección material y métodos, los modelos predictivos 

que han sido definidos en la Cohorte_Discovery han sido evaluados en cohortes externas 

que tienen el mismo esquema de tratamiento y con la información clínico-patológica y 

molecular necesaria que requieren los modelos. Este no es el caso de la variable PAM50, 

que en las cohortes externas que han sido exploradas para la validación de nuestros 

modelos no está presente, por lo que el predictor PAM50 no queda contemplado en la 

validación de nuestros resultados. En cuanto a la división de las cohortes según su 

estatus de HER2 y ER, la cohorte de validación (Cohorte_Validation) ha sido dividida de 

la misma forma que la cohorte de descubrimiento, con tres cohortes 

Cohorte_V_Allsubtypes/HER2-/ER+. En las curvas ROC podemos observar cómo se 

comporta cada uno de los modelos con respecto a la línea de aleatoriedad. En el caso 

de la cohorte que incluye todos los subtipos de cáncer de mama 

(Cohorte_V_Allsubtypes), vemos que el modelo con mayor poder predictivo, y por tanto 

más alejado de la línea, es el modelo que incluye tanto información clínico-patológica 

como molecular, el modelo CLINGENEX_Allsubtypes con un AUC de 0.74. En el violins 

plot, observamos que el rango que AUCs es menor en el modelo CLIN_Allsubtypes 

encontrando en su límite inferior valores por debajo del 0.5. Si comparamos el rango de 

los modelos con los AUCs más alto, GENEX_Allsubtypes vs CLINGENEX_Allsubtypes, el 

modelo más compacto en torno a su AUC es el modelo CLINGENEX_Allsubtypes. En la 

cohorte que sólo incluye a aquellas pacientes con tumores HER2- (independientemente 

del estatus de ER), no existen grandes diferencias entre los tres modelos predictivos y 

en este caso la información molecular por si sola (GENEX_HER2-) no parece ser más 

informativa que las variables clínico-patológicas (CLIN_HER2-) ya que el AUC es menor 

(0.58 vs 0.63, respectivamente). Sin embargo, la combinación de ambas 

(CLINGENEX_HER2-) se posiciona como el mejor modelo para predecir la respuesta al 

tratamiento con NAC en pacientes HER2- (AUC 0.67). De la Cohorte_V_ER+ que incluye 

aquellos tumores con HER2- y ER+, los modelos CLIN_ER+ y GENEX_ER+ por separado 

obtienen el mismo poder predictivo o valor de AUC (0.71) mientras que el modelo 

CLINGENEX_ER+ tiene el mayor AUC o poder predictivo (0.76), Figura 25.  
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Figura 25. Validación de los modelos predictivos CLIN_Allsubtypes/HER2-/ER+, GENEX_Allsubtypes/HER2-/ER+ y CLINGENEX_ 
Allsubtypes/HER2-/ER+ en las Cohortes_Validation. A. Curvas ROC de los modelos predictivos de pCR en las Cohortes_Validation. B. Los 
violin plots representan la distribución del AUC obtenido durante las mil iteraciones de cada uno de los modelos en las diferentes 
Cohortes_Validation. 
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En la Tabla 15 han sido resumidos todos los AUCs obtenidos de todos los modelos en 

ambas cohortes, tanto la de descubrimiento como la de validación. De las cohortes de 

pacientes con todos los subtipos de cáncer de mama, el mejor modelo es el 

GENEX_Allsubtypes. En la cohorte de validación pierde fuerza predictiva, aunque sigue 

mejorando al modelo CLIN_Allsubtypes. Para los tumores HER2-, el mejor modelo para 

predecir la respuesta al tratamiento es el que combina tanto la información clínica como 

la información molecular (CLINGENEX_HER2-), afirmación que se valida en la cohorte 

externa. Y lo mismo ocurre con la cohorte de pacientes HER2-/ER+, para los que, 

aunque el modelo GENEX_ER+ y CLINGENEX_ER+ muestran el mismo valor predictivo 

(AUC 0.96), los resultados de la validación otorgan al modelo CLINGENEX_ER+ el máximo 

valor predictivo. 

Tabla 15. Resumen de todos los AUCs obtenidos de los modelos predictivos tanto en las cohortes donde han sido diseñadas 
como en la cohorte de validación (incluyendo PAM50 en las Cohortes_Discovery).  

 

Cohortes Modelo predictivo AUC 

Co
ho

rt
e_

Di
sc

ov
er

y 

Cohorte_D_Allsubtypes 

CLIN_Allsubtypes 0.55 

GENEX_Allsubtypes 0.79 

CLINGENEX_Allsubtypes 0.74 

PAM50 0.51 

Cohorte_D_HER2- 

CLIN_HER2- 0.6 

GENEX_HER2- 0.83 

CLINGENEX_HER2- 0.85 

PAM50 0.52 

Cohorte_D_ER+ 

CLIN_ER+ 0.71 

GENEX_ER+ 0.96 

CLINGENEX_ER+ 0.96 

PAM50 0.76 

Co
ho

rt
e_

Va
lid

at
io

n 

Cohorte_V_Allsubtypes 

CLIN_Allsubtypes 0.58 

GENEX_Allsubtypes 0.67 

CLINGENEX_Allsubtypes 0.74 

Cohorte_V_HER2- 

CLIN_HER2- 0.63 

GENEX_HER2- 0.58 

CLINGENEX_HER2- 0.67 

Cohorte_V_ER+ 

CLIN_ER+ 0.71 

GENEX_ER+ 0.71 

CLINGENEX_ER+ 0.76 
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Figura 26. Curva de Supervivencia de Kaplan-Meier de las pacientes incluidas en este estudio teniendo 
como evento la muerte con enfermedad (MCE), en este caso cáncer de mama o metástasis derivado 
de él. 

4.1.4.2 Análisis de supervivencia 

Hemos definido la supervivencia en base al evento MCE. De los 84 pacientes que hemos 

considerado en esta parte del estudio, 44 personas han sobrevivido 

(independientemente si actualmente tienen enfermedad o no), 27 han fallecido con la 

enfermedad y de 13 no disponemos de la información. En la Figura 26 observamos la 

curva de Kaplan y Meier con la supervivencia global, enfrentando la probabilidad de 

supervivencia frente al tiempo en días. En nuestra población de estudio hay muchos 

pacientes que no sufren el evento, es decir, muerte con enfermedad, siendo la 

probabilidad de que un paciente sobreviva al menos un 50% de 3413 días.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 27 se muestran las curvas de Kaplan y Meier de las variables categóricas 

significativas. La aplicación de un Log Rank test, nos permite distinguir si las curvas son 

distintas para algunos de los grupos. En nuestro estudio variables como la expresión del 

ER, el subtipo determinado por PAM50, el porcentaje de Ki67 y la expresión génica de 

FGF10 y de IDH2 están relacionadas con la supervivencia. En el caso del marcador ER, la 

expresión positiva de este proporciona al paciente una mayor probabilidad de 

supervivencia (p=0.022). El Basal-Like y HER2-enriched son los subtipos de PAM50 que 

menor supervivencia presentan, mientras que los Luminales, sobre todo el Luminal B, 

están relacionados con una mayor supervivencia (p=0.029), aquellos pacientes con 

tumores más proliferativos, según el marcador Ki67 antes del tratamiento con NAC, 
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tienen menos probabilidad de supervivencia que aquellos tumores menos proliferativos 

(p=0.0022). Agrupando la expresión de los genes en 3 cuartiles, alta expresión, 

expresión media y baja expresión, se observa que tener una alta o media expresión del 

gen FGF10 proporciona una mayor supervivencia que tener una expresión baja y además 

es la variable con mayor poder estadístico en la diferencia entre sus curvas de 

supervivencia (p<0.0001). El contrario es el caso de la expresión génica de IDH2, donde 

una alta expresión se relaciona con probabilidad de supervivencia menor (p=0.037).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los modelos de regresión univariante y multivariante de COX (Tabla 16) para el estudio 

de supervivencia se han llevado a cabo con la información clínica y de expresión génica. 

En el análisis univariante, las variables con relación estadísticamente significativa con la 

supervivencia son: la expresión positiva de ER, el subtipo Luminal B determinado por 

PAM50, el Ki67 mayor del 50%, una alta expresión de IDH2, y una alta e intermedia 

expresión de FGF10. Según el HR de cada una de las variantes de las variables, la 

Figura 27. Se muestran las curvas de supervivencia Kaplan-Meier de las variables que tienen una relación estadísticamente 
significativa con el evento MCE. La comparación entre categorías dentro de la misma variable se ha realizado con una prueba 
no paramétrico (Log Rank). A. Comparación entre la categoría ER- y ER+ de la variable ER. B. Curvas de las 4 categorías dentro 
del subtipos de PAM50. C. Diferencia entre las curvas de supervivencia entre un porcentaje de Ki67 mayor y menor de 50. D 
y E. La expresión de los genes FGF10 y IDH2 se ha divido en 3 cuartiles para determinar las diferencias entre sus curvas de 
supervivencia.  
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Tabla 16. Resultados de los modelos de regresión logística de COX con todas las variables incluidas en este estudio, solo se muestran 
aquellas variables donde en alguna de sus categorías tiene una relación estadísticamente significativa con el evento MCE. A. 
Resultados del análisis univariante de COX. B. Resultados del análisis multivariante de COX.  

expresión positiva de ER, el subtipo Luminal B y niveles de expresión altos e intermedios 

de FGF10 parecen conferir protección frente al evento, en este caso muerte con MCE. Sin 

embargo, valores de Ki67 por encima del 50% y alta expresión del gen IDH2 aumentan 

la probabilidad de dicho evento. En el análisis multivariante se mantiene la disminución 

de la probabilidad de MCE en aquellos pacientes que tienen alta e intermedia expresión 

en FGF10. La expresión de PR y la edad del paciente también se incluyen como factores 

protectores del evento. También, como en el caso del univariante, la alta expresión de 

IDH2, y porcentajes mayores al 50 en Ki67 están relacionados el aumento de MCE. Muy 

significativo es el caso de la alta expresión de STK11 siendo la probabilidad de que 

ocurra el evento 25,7 veces superior que en el caso de una expresión a la baja de este 

gen (p<0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2. Alteraciones genéticas (DNA-Cohorte) 

4.4.2.1. Características clinicopatológicas 

Las pacientes incluidas en esta parte del estudio son 25, con un tamaño tumoral de 3 

cm de media, un 60% de las pacientes tenían afectación ganglionar en el diagnóstico y 

prevalece el grado tumoral histológico entre 1 y 2 (más del 50% de las pacientes). Más 

del 50% de las pacientes expresan el ER y un 24% sobreexpresan el HER2. En esta 

cohorte, la mayoría de las pacientes tienen un porcentaje de Ki67 menor de 50 y 

prevalece los subtipos Luminales tanto definidos por IHQ como por PAM50. La 

distribución de las pacientes que han obtenido pCR frente a las que no está muy 
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desbalanceada (16 vs 84%, respectivamente) (Tabla 17). Debido a esta 

desproporcionalidad los resultados y conclusiones producto del análisis de estas 

pacientes no serán tenidos en cuenta y solo se proporcionará una descriptiva de las 

mutaciones encontradas. 

 

Tabla 17. Características clínico-patológicas de la DNA-cohorte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variables clinicopatológicas n % 

Todos los casos 25 100 

Tamaño tumoral (media) 3 - 

Afectación ganglionar clínica   

Positiva 15 60 

Negativa 9 36 

NA 1 4 

Grado tumoral histológico   

1-2 13 52 

3 10 40 

NA 2 8 

Expresión del ER   

Positivo 13 52 

Negativo 12 48 

Expresión del PR   

Positivo 12 48 

Negativo 13 52 

Sobrexpresión del HER2   

Positivo 6 24 

Negativo 19 76 

Ki67   

< 50% 14 56 

> 50% 10 40 

NA 1 4 

Subtipos IHQ   

Luminales (A+B) 12 48 

HER2+ 6 24 

Triples Negativos 7 28 

Subtipos moleculares por PAM50   

Luminal A 1 4 

Luminal B 9 36 

HER2-enriched 6 24 

Basal-Like 8 32 

NA 1 4 

Respuesta completa patológica (pCR)   

Si 4 16 

No 21 84 
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4.4.2.2. Descriptiva de las mutaciones encontradas en T1 

De las 25 pacientes de T1 secuenciadas, 23 de ellas tenían alguna alteración en los genes 

secuenciados. Han sido determinadas 82 mutaciones que se reparten entre los 

siguientes 31 genes: TP53, ATM, RECQL4, BRCA2, ERBB2, AURKA, BRCA1, ERCC5, 

KMT2C, NF1, PIK3CA, POLE, TBX3, CCND3, CDH1, CDKN2A, EGFR, ESR1, FANCA, 

MAP3K1, MYC, PALB2, PTEN, ABCB1, ERCC2, FANCD2, KRAS, MAP2K4, MCL1, NCOR1 y 

PIK3R1. En la Tabla 18 se especifica el número de veces que un gen ha sido mutado (no 

se especifica si la mutación concreta) y en la Figura 28 se indica su porcentaje con 

respecto al total. El gen con más mutaciones es TP53, con el 16% de las mutaciones 

identificadas en él. Los genes ATM, RECQL4 y BRCA2 también se encuentran entre los 

genes más mutados (9, 6 y 5%, respectivamente).  

Tabla 18. Recurrencia de los genes mutados en las pacientes incluidas en este estudio. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes Mutados en T1 Recurrencia del gen mutado 
TP53 13 
ATM 7 

RECQL4 5 
BRCA2 4 
ERBB2 3 
AURKA 3 
BRCA1 3 
ERCC5 3 
KMT2C 3 

NF1 3 
PIK3CA 3 
POLE 2 
TBX3 3 

CCND3 2 
CDH1 2 

CDKN2A 2 
EGFR 2 
ESR1 2 

FANCA 2 
MAP3K1 2 

MYC 1 
PALB2 2 
PTEN 2 

ABCB1 1 
ERCC2 1 

FANCD2 1 
KRAS 1 

MAP2K4 1 
MCL1 1 

NCOR1 1 
PIK3R1 1 

Total mutaciones determinadas 82 
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Figura 28. Porcentaje de los genes mutados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el oncoplot A de la figura 29 se muestran los tipos de mutación encontrados en cada 

gen de las 23 pacientes con mutaciones. El tipo de mutación más común encontrado en 

los 31 genes es la mutación con cambio de sentido o missense mutation, un cambio 

puntual de la secuencia que da lugar a un codón diferente al original y que este equivale, 

por tanto, a un aminoácido diferente. El resultado son proteínas anómalas y, 

normalmente, no funcionales debido a los cambios. En todos los genes mutados, 

excepto PIK3R1 y MAP2K4, encontramos mutaciones de cambio de sentido. El siguiente 

tipo de mutación más común es la mutación sin sentido o nonsense mutation, este tipo 

de mutación da lugar a un codón de parada que provoca la terminación prematura de la 

proteína. Encontramos nonsense mutation en los genes ATM, BRCA2, NF1, MAP2K4 y 

PIK3R1. Desde el punto de vista del porcentaje de pacientes con mutaciones, el 52% de 

ellas tienen mutaciones en TP53, el 26% en ATM, el 17% en BRCA2 y RECQL4 y 13% de 

los genes AURKA, BRCA1, ERCC5, KMT2C, NF1, PIK3CA y TBX3. Las pacientes 45PNVV, 



                                                Predicción de la respuesta al tratamiento Neoadyuvante 
Capítulo I                                                                            

103 

 

46PNVV y 49PNVV responden al tratamiento con NAC. La paciente 18MF tiene el mayor 

número de genes mutados, 13 y también el mayor número de mutaciones, en este caso 

16. Esta paciente no presenta respuesta al tratamiento con NAC y el subtipo molecular 

de su tumor primario corresponde a Basal-Like. La paciente 27PNVV está, también, a la 

cabeza en el número de genes mutados y mutaciones, 7 y 10, respectivamente.  

4.4.2.3. Alteraciones en T1 según la respuesta a la NAC 

Aun siendo conscientes de que el subgrupo de pacientes que obtienen pCR es muy 

reducido, hemos dividido las descriptivas entre pacientes que obtienen pCR y los que 

no. Cabe destacar que tanto en pacientes que responden como en los que no, los 

resultados en nuestra cohorte son similares. El gen más mutado en ambos grupos es 

TP53, estando en el 45% de las pacientes que no responden al tratamiento y en el 100% 

de las pacientes que responden.  El siguiente gen más mutado es ATM, tanto es 

respondedoras como en no respondedoras, en un porcentaje más similar que en el caso 

de TP53, 25% en pacientes no respondedoras y 33% en respondedoras. Los siguientes 

genes más mutados en las pacientes no respondedoras al tratamiento con NAC son 

BRCA2, RECQL4, estando en el 20 % de las pacientes con mutaciones. En el caso de las 

pacientes respondedoras, los genes AURKA, CCND3, ESR1, KMT2C, NCOR1, PIK3CA y 

TBX3 se encuentran en el 33% de los casos. Estos últimos genes mencionados también 

se encuentran mutados en las pacientes no respondedoras, pero en menor porcentaje, 

excepto el gen NCOR1 que no se encuentra mutado en las pacientes que no responde 

(Figura 29, B). En las pacientes que obtienen pCR vemos una homogeneidad en cuanto 

al tipo de mutación que encontramos, en este caso el 100% de las mutaciones son 

missense. Distinto es el caso de las que no obtienen pCR, aun siendo la más abundante 

la mutación missense, encontramos un abanico más amplio de mutaciones. En el caso 

de TP53, encontramos mutaciones tanto missense como en el sitio de ayustamiento o 

splicing, en el gen ATM se ha determinado tanto missense como nonsense, y en BRCA2 

y RECQL4 hemos identificado missense, nonsense y alteración del marco de lectura por 

inserción (o Frameshift insertion mutation) en el caso de BRCA2 y missense y multi hit 

en el caso de RECQL4 (B y C de la Figura 29).  
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Figura 29. Oncoplots. Se identifican los genes en los que se han encontrado al menos una mutación y las pacientes de la DNA-
cohorte. El porcentaje mostrado en la derecha de la matriz se corresponde con el porcentaje de mujeres con mutaciones que tienen 
ese gen concreto mutado. El diagrama de barras en el lateral derecho especifica el tipo de mutación encontrado dentro de cada gen. 
El diagrama de barras en la parte superior de la matriz identifica el tipo de mutación encontrada dentro de cada paciente. A.  
Resultados de todas las pacientes incluidas en el estudio. B. Resultados de las pacientes que no obtienen respuesta a la NAC. C. 
Resultados de las pacientes que obtienen respuesta a la NAC.  
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4.5. DISCUSIÓN 

Identificar aquellos pacientes que tras la NAC van a conseguir pCR sería crucial para el 

abordaje de la enfermedad desde el inicio ya que sólo el 31% de las pacientes con cáncer 

de mama responden satisfactoriamente al tratamiento neoadyuvante. Actualmente, los 

mejores predictores de pCR se pueden dividir en dos clases, en primer lugar, aquellos 

que se identifican como variables clínico-patológicas determinadas en la mayoría de los 

casos por marcaje de proteínas, como es el caso de Ki67 o la determinación de los 

subtipos de mama por IHQ, por técnicas de imagen, como es el caso del tamaño tumoral 

mamográfico o definidas por la propia experiencia del facultativo como es el caso de la 

afectación ganglionar antes del tratamiento. En segundo lugar, se encuentran las 

predictores basados en las características moleculares como son la expresión génica o 

la determinación de alteraciones a nivel de genoma, como en el caso de los subtipos 

determinados por PAM50, la clasificación de Inclust o la firma TRAR (1). En base a toda 

esta información, el objetivo del estudio que hemos llevado a cabo es encontrar una 

firma que mejore lo ya conocido para obtener una herramienta predictora 

suficientemente robusta para la práctica clínica En este trabajo, se han recogido todas 

las variables clinicopatológicas que por rutina se llevan a cabo en los hospitales que han 

colaborado en el proyecto (incluyen todas las variables definidas como predictoras de 

pCR en la literatura), se ha determinado el subtipo IHQ así como el subtipo de PAM50 

en todas nuestras pacientes y además hemos analizado la expresión génica de 730 

genes involucrados en cáncer y las mutaciones de los 52 genes más importantes en el 

cáncer de mama, todo ello con el objetivo de obtener un modelo que mejore la 

predicción de pCR. Como hemos mencionado anteriormente, el análisis de las 

mutaciones ha quedado reducido a una descriptiva de las alteraciones encontradas ya 

que el número de pacientes con DNA de calidad para realizar los experimentos se ha 

visto muy reducido. Cabe destacar que los genes mutados más frecuentemente en 

nuestras pacientes son TP53 y ATM. A excepción del gen NCOR1, que se encuentra 

mutado exclusivamente en las pacientes con pCR, todos los genes mutados en las 

pacientes con pCR se encuentran también en las no respondedoras.  
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Sin embargo, debido al bajo número de pacientes incluidos en esta parte del estudio, 

estos resultados carecen de significación estadística y pueden presentar cierto sesgo. 

Por lo tanto, en la discusión nos centraremos en los resultados más prometedores 

generados en base al análisis de las diferencias en expresión génica entre pacientes 

respondedoras y resistentes a la NAC. 

Uno de los principales hallazgos de este trabajo se basa en el hecho de que los modelos 

predictivos generados no son un subrogado de los subtipos de cáncer de mama, incluso 

de aquellos subtipos determinados por variantes de expresión génica,  sino que se basan 

en las diferencias biológicas encontradas en la expresión génica de 730 genes 

estrechamente relacionados con cáncer entre los dos escenarios de interés, tumores sin 

capacidad de hacer frente a la NAC, versus aquellos tumores con herramientas 

moleculares para hacer frente al tratamiento. De los 10 genes DE con significación 

estadística, 5 presentan un FC superior al 1.5 en valor absoluto (FGFR4, CDC6, GNG4, 

MYCN y LEFTY1), lo que indica que son los genes con mayor cantidad de cambio en su 

expresión génica entre pCR y no-pCR. A excepción de LEFTY1 (FC> -1.5), dichos genes 

tienen mayor expresión en pacientes con pCR (FC> 1.5). Según el OR del análisis 

univariante, la expresión de los genes relacionada con pCR sigue la misma tendencia 

que el FC, es decir, en aquellos genes donde el FC es positivo, el OR está por encima de 

1, y en el caso de FC negativo, el OR está por debajo de 1, reforzando estos resultados 

la validez de nuestros datos. Según los resultados obtenidos en el análisis de Pearson, 

las correlaciones en la expresión génica entre los pares de genes FGFR4-MYCN y MYCN-

GNG4 son las más intensas, positivas y estadísticamente significativas (r=0.39, 

p=0.0002 y r=0.37, p=0.0005, respectivamente). Ambos genes pertenecen a la vía de 

la PI3K, y están asociados positivamente a pCR; sin embargo, no existe correlación entre 

ellos, por lo que, nuestro análisis define una relación independiente con MYCN y por 

tanto la redundancia en cuanto a los mecanismos de resistencia asociados a esta ruta 

biológica y la necesidad de incluir varios genes en la descripción de estos mecanismos 

y de las posibles dianas terapéuticas. 

Todos los modelos predictivos han sido diseñados en base a la importancia que tienen 

las diferentes variables a la hora de predecir respuesta al tratamiento. En nuestra cohorte 
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Allsubtypes, donde no hay distinción por subtipos, los modelos predictivos que incluyen 

los genes DE, como es el caso de los modelos GENEX_Allsubtypes y 

CLINGENEX_Allsubtypes obtienen mayor valor predictivo que aquellos que solo incluyen 

variables clínicas (CLIN_Allsubtypes) o el modelo formado únicamente por PAM50 (AUC 

de 0.79 y 0.74 vs 0.55 y 0.51, respectivamente). Cabe destacar que la variable con mayor 

importancia seleccionada en el modelo CLIN_Allsubtypes es la sobreexpresión de HER2, 

en coherencia con el hecho de que HER2 es uno de los marcadores más significativos de 

respuesta al tratamiento con NAC (4). En cuanto a la ratio entre nuestros modelos y el 

modelo PAM50, para determinar la cantidad de mejora con respecto a este clasificador 

que se postula como el mejor predictor de pCR en el panorama actual, vemos que tanto 

CLINGENEX_ALLsubtypes como GENEX_Allsubtypes son superiores en cuanto a poder 

predictivo definido por su valor de AUC. Esto se mantiene en las cohortes HER2- y HER2-

/ER+. El valor más alto de la ratio se da en la Cohorte_D_HER2-, donde el modelo 

CLINGENEX_HER2- supera en más del doble al poder predictivo de PAM50. Resultados 

similares se obtienen con el modelo GENEX_HER2-. En la cohorte exclusivamente ER+ 

(HER2-/ER+) las ratios son menores. Como ya Prat y colaboradores (2016) identificaron, 

la capacidad predictiva de pCR del clasificador PAM50 en cohortes Luminales A (cohorte 

que clínicamente tiene un porcentaje alto de tumores ER+) era la única estadísticamente 

significativa (20). Sin embargo, aunque menor con respecto a la cohorte en general, el 

poder predictivo de CLINGENEX_ER+ y GENEX_ER+ sigue siendo mayor que el de PAM50. 

Sin atender a comparaciones con predictores ya publicados, cuando validamos nuestros 

modelos en un set de datos independiente al nuestro con las características de las 

cohortes donde fueron definidos, los resultados siguen la misma tendencia; por sí solas 

las variables clínicas no consiguen el mismo poder predictivo que cuando se integra la 

información de los genes DE de nuestra cohorte. El modelo CLINGENEX_Allsubtypes, 

aunque en la cohorte de descubrimiento presenta menor AUC que el modelo 

GENEX_Allsubtypes, en la cohorte de validación donde el número de pacientes aumenta 

considerablemente (84 vs 177), se posiciona como el mejor modelo predictivo. Aunque 

los resultados obtenidos en la cohorte_D_HER2-, con el modelo CLINGENEX_HER2- 

suponen una gran mejora con respecto a CLIN_HER2- o PAM50 (AUC 0.85 vs 0.60 y 0.52, 
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respectivamente) este modelo en la cohorte de validación pierde fuerza predictora (0.85 

vs 0.67); si bien este modelo predice pCR en esta cohorte mejor que las variantes clínicas 

por separado. Y, por último, en aquellos tumores HER2-/ER+, la capacidad predictiva 

del modelo CLINGENEX_ER+ lo posiciona como el mejor modelo predictivo tanto en la 

cohorte_D_ER+, donde incluimos 39 pacientes, así como en la de validación, 

cohorte_V_ER+, donde se incluyen 344 pacientes (AUC 0.96 y 0.76, respetivamente). 

Teniendo en cuenta que las pacientes con tumores ER+ se benefician muy poco del 

tratamiento con NAC, tener una firma con un alto valor predictivo de pCR, como es el 

caso de CLINGENEX_ER+ (AUC 0.96 en la cohorte de descubrimiento y AUC 0.76 en la 

cohorte de validación) tendría alta utilidad clínica. Identificar los tumores resistentes a 

la NAC previamente a su administración posibilita la consideración de estrategias 

terapéuticas alternativas para este tipo de tumores como es la inmunoterapia o el 

tratamiento con inhibidores de CDK4/6, además de evitar los efectos tóxicos derivados 

de ella.  

FGFR4 y LEFTY1 son los genes que los modelos predictivos siempre elijen como variables 

con alta importancia para la predicción de pCR en todas las cohortes donde hemos 

diseñado modelos predictivos, es decir, en la cohorte que alberga todos los subtipos, 

en las que solo se incluyen pacientes HER2- y en la cohorte HER2-/ER+. FGFR4, que se 

encuentra más expresado es pacientes que obtienen pCR, es un miembro altamente 

conservado de la familia de los receptores tirosín-kinasa de membrana y es integrante 

de varias vías normalmente alteradas en procesos tumorales como son las vías de la 

MAPK, RAS y PI3K. El 7% de las alteraciones de los genes de la familia FGFR descritas en 

un estudio realizado en 4853 cánceres se encuentran en dicho gen (105). Y aunque haya 

sido históricamente poco estudiado en comparación con otros integrantes de la misma 

familia, la activación aberrante de FGFR4 ha sido relacionada con progresión tumoral, 

supervivencia celular y resistencia a diferentes tratamientos. De hecho, cada vez hay 

más claras evidencias de que tiene un rol importante en el cáncer de mama y en el 

hepatocarcinoma. De este último ya hay diferentes ensayos clínicos en marcha (106). 

Según The Cancer Genome Atlas (TCGA), el gen FGFR4 está más expresados en pacientes 

con cáncer de mama definidos como HER2enriched por PAM50 (22). Dado que el subtipo 
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HER2enriched es de los que mejor responden al tratamiento con NAC y mayor tasa de 

pCR obtiene (1), la sobreexpresión de FGFR4 en nuestra cohorte de pacientes que tras 

el tratamiento obtienen pCR puede deberse a la presencia del subtipo HER2enriched, 

que es el 26% del total, y de ellas el 39% obtienen pCR. En un estudio reciente, García-

Recio et al (2020) en modelos animales derivados de pacientes (PDX), relacionaron la 

sobreexpresión de FGFR4 en el subtipo HER2-enriched previamente publicado en TCGA 

(22) con mayor progresión tumoral, metástasis y diferenciación de subtipos desde 

HER2enriched a HER2- tras el tratamiento con anti-HER2 (107). En cáncer de mama TN, 

se determinó que bajo un tratamiento específico donde no se incluía Antraciclinas, sino 

que eran tratados con Taxanos+Carboplatino o Taxano+Gemcitabina, únicamente en el 

caso del tratamiento con este último, la sobreexpresión del gen FGFR4 se asociaba a una 

disminución de la tasa de pCR (11). Aunque a priori todo indique que la activación de 

FGFR4 es un marcador de resistencia al tratamiento diana anti-HER2, y haya sido 

relacionado con una baja tasa de pCR en pacientes TN tratadas con 

Taxanos+Gemcitabina, en nuestra cohorte donde están presentes todos los subtipos y 

el tratamiento es de Antraciclinas+/-Taxanos en neoadyuvancia la sobrexpresión de 

dicho gen en la biopsia diagnóstica tras la NAC se relaciona con alta tasa de pCR (OR 

1.48, 95% IC (1.20-1.92), p=4.03E-05). Cabe destacar que esta implicación en la 

predicción de la pCR no la hemos visto únicamente en la cohorte Allsubtypes, sino que 

tanto en tumores HER2- como en HER2-/ER+ ha sido seleccionada como una de las 

variables con mayor peso para la predicción de la respuesta.  

El otro gen que nos genera gran interés debido a su implicación en la predicción de pCR 

según nuestros datos y con independencia del subtipo es LEFTY1. Es un gen supresor 

de tumores, en trabajos donde se han estudiado masivamente el comportamiento de 

genes en el cáncer de mama, como es el caso del TCGA (22) o estudios procedentes del 

Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium (METABRIC)(108), se ha 

visto que el 20% de los cánceres de mama tienen amplificaciones del gen LEFTY1. Según 

los datos de Zabala et al. (2020), LEFTY1 induce la proliferación en las células 

progenitoras del epitelio mamario mediante la inhibición dual de las vías SMAD2 y 

SMAD5, ya que la inhibición química de estas dos proteínas confiere mayor capacidad 
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proliferativa en las células epiteliales in vitro. Esto se relaciona con fenotipos Stemness 

(23). Además, el aumento de expresión de dicho gen ha sido asociado con capacidad 

proliferativa a largo plazo y esto a su vez con resistencia al tratamiento tanto con 

radiación como con quimioterapia (97). En nuestra cohorte LEFTY1 tiene expresión a la 

baja en aquellos pacientes que responden a la NAC. EL hecho de que su expresión al 

alza se relacione en previos estudios con aumento de la proliferación no concuerda con 

el hecho de que el aumento de proliferación favorece la respuesta al tratamiento con 

NAC, pero su asociación con fenotipos Stemness y con capacidad proliferativa a largo 

plazo, lo posicionan como un posible marcador de Cancer Stem Cell y, por lo tanto, de 

resistencia a tratamiento. Por otra parte, se han descrito amplificaciones de LEFTY1 en 

el 20% de los cánceres de mama, pero no hay ningún ensayo previo en el que se haya 

estudiado el comportamiento de este gen con respecto al tratamiento con NAC.Según 

nuestros resultados tanto del análisis de expresión diferencial como del análisis 

univariante, LEFTY1 se asocia de manera negativa con la pCR, y en pacientes que 

responden a la NAC se encuentra más inhibida su expresión génica (análisis de 

expresión diferencial: FC -1.51 y p=0.00024, análisis univariante: OR 0.75 (95% IC 0.60-

0.91) y p=0.0047).  

4.6. CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos en el estudio de nuestra cohorte, proponemos nuevas 

firmas génicas que predicen mejor la respuesta al tratamiento con NAC en pacientes con 

cáncer de mama. Dichos modelos predictivos, que incluyen las características de mayor 

importancia en la predicción de pCR integrando los marcadores clásicos, junto con la 

información de expresión génica y usando inteligencia artificial, definen mejor a la 

población que va a obtener pCR que las variables clínico-patológicas clásicamente 

usadas o que el clasificador de subtipos moleculares PAM50 por sí solo. Además, 

nuestros resultados, validados en un set de datos con un número de pacientes 

significativamente mayor a nuestra cohorte de estudio, muestran que aquellos tumores 

de mama que se han diagnosticados HER2-/ER+ al inicio, podrían beneficiarse del valor 

predictivo de la respuesta al tratamiento con NAC del modelo CLINGENEX_ER+, que 

según nuestros resultados mejoran al clasificador PAM50. Proponemos, también, que 
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los genes FGFR4 y LEFTY1 deben ser investigados por su implicación en los mecanismos 

de resistencia a NAC, al igual que los genes de los que ellos dependen o viceversa, ya 

que tienen un peso importante en la predicción de la respuesta a la NAC. En el caso del 

FGFR4, se encuentra muy asociado a responder satisfactoriamente a la NAC, , mientras 

que LEFTY1 se asocia a mecanismos de resistencia, que podría deberse a su implicación 

en fenotipos Stemness.  
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5. Capitulo II: 

Resistencia al tratamiento con NAC:  
Paisaje molecular de la enfermedad residual 

y la primera diseminación metastásica 
 

 
Lo importante es no tener arrugas en el cerebro. 

Margarita salas 
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5.1. INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS  

La respuesta al tratamiento con NAC es clave para el pronóstico del paciente después de 

la cirugía. Existen distintos grados de respuesta a este tratamiento que van desde  pCR, 

definido como ausencia células tumorales en el tejido mamario y en ganglios 

adyacentes, hasta una extensa enfermedad residual pasando por un todo un espectro 

de respuestas intermedias (1). La presencia de RD después del tratamiento con NAC es 

un factor pronóstico fundamental. Se ha demostrado que la reducción de la carga 

tumoral después del tratamiento está asociada con un incremento de SLE y de la SG (12)  

(3) (53) (13) . Con la idea de poder clasificar el resultado clínico según las características 

de la RD, se han determinado biomarcadores que proporcionan una valoración 

cuantitativa de la extensión tumoral y eso a su vez se ha relacionado con un resultado 

clínico concreto. La determinación de Ki67 en la RD, el índice de RCB y la RPCB son 

algunos de los marcadores que se usan para determinar los distintos espectros de 

resistencia (1).  

Cuando el porcentaje de Ki67 es bajo tras el tratamiento (0-15%) el resultado clínico es 

comparable a la ausencia de enfermedad residual u obtención de pCR. Pacientes con RD 

con un porcentaje alto de Ki67 (>35%) tienen más riesgo de recaída y de muerte que el 

resto de las pacientes con porcentajes menores (57) (66).  

El índice RCB estratifica los pacientes con RD tras la NAC según una serie de parámetros 

anatomo-patológicos del tumor residual que se corresponden con un resultado clínico 

concreto; RCB-0 (equivalente a pCR), RCB-I (RD mínima), RCB-II (RD moderada) y RCB-

III (RD extensa). De hecho, este índice ha sido identificado por Symmans y colaboradores 

como un predictor independiente de la SLRD (49). Una sinergia entre los dos marcadores 

anteriores es el RPCB, que aglutina el valor de Ki67 y el nivel de RCB de la RD, resulta 

mucho más útil en el escenario del pronóstico a largo plazo. Es más, este marcador es 

de valor pronóstico incluso en pacientes con tumores ER+, en los que el valor Ki67 y 

RCB por separado carece de él (69).  
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5.1.1. Marcadores moleculares de RD 

Debido a la agresividad que presenta el cáncer de mama TN cuando el efecto citotóxico 

de la NAC no acaba con la totalidad del tumor, es el tipo de cáncer de mama donde más 

ha sido estudiada la RD a nivel molecular. De hecho, en este subtipo se ha comprobado 

que la NAC trae consigo una serie de adquisiciones y pérdidas caóticas de CNAs en el 

genoma de las células que sobreviven a ella. Por ejemplo, las amplificaciones en los 

genes MCL1, MYC, KRAS, BCL9, EGFR, CDKN2A, BIRC2 y BIRC3 han sido identificadas en 

la RD cuando se compara con el tumor antes del tratamiento (24). Además, perfiles 

específicos de expresión génica del tumor residual también tienen valor pronóstico. De 

hecho, en pacientes TN, se han generado firmas de expresión que forman un modelo 

predictivo para la SLR en tres años con los genes AR, GATA3, ESR2, GBX2, KRT16, MMP28 

y WNT11. Aquellas pacientes TN que en la RD expresen al alza genes como AR o GATA3 

(genes relacionados con fenotipos Luminales) van a tener una SLR del 76.9% frente al 

25% de las pacientes que expresen al alza genes relacionados con marcadores de CSCs 

como es el caso de KRT16, WNT11 o MMP28 (109).  

5.1.2. Dinamismo en los biomarcadores ER, PR y HER2 tras la NAC 

Debido a esta serie de cambios refractarios al tratamiento con NAC en la biología 

molecular del tumor de mama, se establece que este tumor residual adquiere una 

identidad tumoral propia, distinta al tumor primario, variable y que como hemos 

indicado puede tener valor pronóstico.  Entre esos cambios moleculares definitorios de 

fenotipos específicos dentro de la enfermedad residual se encuentra la mutabilidad en 

la expresión de los marcadores por excelencia (además de dianas terapéuticas) en el 

cáncer de mama, como son los receptores hormonales ER, y de progesterona PR y HER2, 

determinada en estudios donde se comparaban las similitudes/diferencias entre el 

tumor primario y la RD. En el caso de los receptores hormonales, en tumores residuales 

suele observarse la negativización de estos durante el tratamiento. En base a esto, una 

positividad en el tumor tras el tratamiento puede indicar la presencia de alta 

heterogeneidad en el tumor primario. En el caso de los tumores con sobreexpresión del 

HER2 tratados con NAC y Trastuzumab, el 43% de las pacientes pierden en la RD la 
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sobreexpresión de dicho marcador, debido, sobre todo, al tratamiento diana anti-HER2 

con el que son tratados además del tratamiento citotóxico. Esto conlleva una eliminación 

especifica de aquellas células que sobreexpresan HER2.  

Las consecuencias pronósticas de estas pérdidas de dianas terapéuticas en la 

enfermedad residual son claras (57) (71) (70). Por tanto, la caracterización no sólo de la 

extensión tumoral con los marcadores tradicionales, sino del fenotipo concreto del 

tumor residual de cada paciente, es imprescindible para la valoración pronóstica de la 

enfermedad residual y la elección del siguiente tratamiento.  

Más allá de la enfermedad residual, se carece en gran medida de factores deterministas 

de metástasis después del tratamiento con NAC y de un conocimiento más profundo de 

su relación con perfiles moleculares específicos del tumor primario y la RD que puedan 

generar modelos predictivos de la enfermedad a distancia en los distintos momentos 

naturales de la enfermedad y el tratamiento. Este aspecto es sumamente importante si 

consideramos que la enfermedad a distancia o metástasis es responsable del 90% de las 

muertes relacionadas con el cáncer de mama (25). Actualmente, hay estudios donde se 

han establecido varios marcadores diagnósticos de cáncer de mama metastásico; sin 

embargo, no se ha determinado ningún predictor único de metástasis a partir de la RD.  

Considerando la necesidad expuesta de identificación de marcadores pronósticos y que 

definan el fenotipo de enfermedad residual, así como predictores de metástasis desde 

los distintos momentos de la enfermedad y el tratamiento, definimos los objetivos en 

este capítulo como: 

1) Identificación de las alteraciones moleculares entre el tumor primario y la enfermedad 

residual para entender la evolución tumoral e identificar marcadores específicos de 

resistencia. 

2) Comparación de las alteraciones encontradas entre el tumor primario y le enfermedad 

residual con respecto al primer nicho metastásico para definir una posible respuesta 

inmutable desde el inicio de la enfermedad.  

Para ello, estudiaremos la expresión génica de 730 genes íntimamente relacionados con 

cáncer con un análisis longitudinal de una cohorte homogénea de pacientes con cáncer 

de mama que presentaron enfermedad residual con posterior metástasis a distancia, 
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serán excluidas todas aquellas pacientes que presenten metástasis antes del tratamiento 

con NAC. En todos los casos en los que ha sido posible, el estudio incluye la muestra 

del tumor primario o muestra pre-tratamiento (Pre_T1), la enfermedad residual (RD_T2) 

y la metástasis (Mtx_T3). 

5.2. POBLACIÓN DE ESTUDIO Y METODOLOGÍA 

A continuación, se va a describir los pacientes y la metodología especifica de este 

capítulo. 

5.2.1. Pacientes y muestras  

Se ha llevado a cabo un análisis retrospectivo con pacientes bajo los siguientes criterios 

de inclusión: que sean mujeres adultas (mayores de 18 años) con cáncer de mama 

tratadas con NAC (Antraciclinas+/-Taxanos y terapia dirigida con Trastuzumab en las 

pacientes HER2+) y no respondedoras al tratamiento con enfermedad residual y 

metástasis. Las pacientes con subtipos IHQ determinados como TN y HER2+ no han 

recibido terapía hormonal tras la cirugía, mientras que aquellas determinadas como 

Luminales sí han recibido. Las pacientes que presenten metástasis en el momento del 

diagnóstico del tumor primario o antes del tratamiento con NAC serán descartadas. Que 

tuvieran, al menos, muestra de tejido tumoral tanto del tumor primario antes del 

tratamiento (Pre_T1) como de la enfermedad residual (RD_T2) y en los casos donde sea 

posible muestra del tejido tumoral del primer nicho metastásico (Mtx_T3).  

Todos los análisis se han llevado a cabo en muestras de tejido incluidos en parafina. La 

respuesta al tratamiento se ha definido en la biopsia de la cirugía tras el tratamiento 

neoadyuvante, según el criterio Miller & Payne. La distribución de las pacientes es 

muestra en la figura 30. 

 

 

 

  

 

 

Cohorte capítulo II 

Muestras pareadas entre Pre_T1, RD_T2 y Mtx_T3 
n=22 

Muestras pareadas entre Pre_T1 y RD_T2 
n=70 

Figura 30. Esquema de la cohorte del capítulo II. 
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5.2.2. Inmunohistoquímica, subtipos por PAM50 y determinación de la RD 

De cara a conocer nuestra población de estudio desde una perspectiva clínica y para 

dividir las pacientes en los diferentes subtipos de cáncer de mama, se realizaron 

tinciones inmunohistoquímicas para determinar ER, PR, CK5/6, Ki67 y HER2.  

Desde los bloques de parafina de los pacientes seleccionados para el presente estudio 

se hicieron cortes de 5µm. La estación de tinción automatizada (Autostainer Plus, Dako) 

fue usada para ello, usando el kit EnVision FLEX System (Dako). Como cromógeno, 

usamos diamobencidina y para reemplazar el anticuerpo (Ac) primario se usó un suero 

no-inmune como control negativo, y un control positivo específico para cada anticuerpo.  

A continuación se describen los anticuerpos que se usaron para la cuantificación de las 

proteínas: para el receptor de estrógenos (ER) se usó el Ac monoclonal de conejo, clona 

SP1 de Master diagnostica; para el receptor de progesterona (PR), el Ac monoclonal de 

conejo, clona Y85 de Master diagnostica; para la citoqueratina 5/6 (CK5/6), el Ac 

monoclonal de ratón, clona D5/16B4 de Master Diagnostica; para el EGFR, el Ac 

monoclonal de conejo, clona EP38Y de Master Diagnostica; para cuantificar Ki-67, 

usamos el Ac monoclonal de conejo, clona SP6 de Master Diagnostica; y para HER2 el Kit 

Herceptest de Dako. La tinción fue evaluada por el grupo de anatomía patológica. Para 

ER y PR el resultado positivo se define como toda aquella tinción nuclear en más del 1% 

de las células (83) y para EGFR y CK5/6, la positividad viene dada por la detección  

membranosa o citoplasmática en al menos una célula. El marcador de proliferación Ki67 

fue determinado cuantificando el porcentaje de células neoplásicas con tinción nuclear 

de Ki67. La sobrexpresión de HER2 fue evaluada de acuerdo a las guías internacionales 

(84) y categorizadas como negativas si el resultado de la inmunohistoquímica era 0 o 

+1; cuando el resultado era +2, se procedió a determinar la amplificación del gen por 

hibridación in situ fluorescente (FISH) o por hibridación in situ cromogénica (CISH).  

Los subtipos moleculares fueron determinados con el clasificador PAM50 de Nanostring 

Techonologies, basado en la medición de la expresión de 50 genes que clasifican los 

tumores en 4 subtipos, Luminal A, Luminal B, HER2-enriched y Basal-Like (43). 
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Para la determinación de la RD, con una tinción de Hematoxilina y Eosina, el patólogo 

determinó un valor dentro de la clasificación de Miller and Payne, donde el 5 equivale a 

ausencia de células tumorales y del 4-1 equivale a diferentes grados de presencia de 

células tumorales. Es decir, aquellas pacientes con valores entre 4 y 1 en la clasificación 

de Miller and Payne (en la muestra de la mama o en la axila) se consideran pacientes con 

tumores resistentes al tratamiento con NAC o, dicho de otra manera, pacientes con RD, 

mientras que las pacientes que obtienen un score de 5 presentan pCR.  

5.2.3. Determinación de la expresión génica 

5.2.3.1. Panel PanCancer Pathways 

Según los objetivos que hemos especificado con anterioridad, se ha determinado la 

expresión de 730 genes, más 40 genes housekeeping, estrechamente relacionados con 

cáncer en las 163 muestras (T1, T2 y T3) incluidas en esta parte del estudio. La 

tecnología para determinar la expresión génica ha sido nCounter.  

Se ha llevado a cabo un AED con la herramienta nSolverTM, donde el p-valor fue ajustado 

por el método Bejamini-Hochberg. El límite estadístico para definir a un gen DE entre 

cada grupo comparativo se establece en   un p-valor de 0.05, de manera que aquellos 

genes cuya expresión sea diferente con una significación estadística por debajo de 0.05 

serán considerados DE, independientemente de la magnitud de la diferencia o Log2 FC.  

5.3. RESULTADOS 

5.3.1. Características clínico-patológicas 

Las pacientes incluidas en este estudio han sido dividas en dos, por un lado, aquellas 

pacientes que solo tienen muestra del tumor primario y la RD (n=70) y por otro lado 

aquellas pacientes con muestras del tumor primario, RD y primera localización 

metastásica (n=22). De las pacientes que han sido estudiadas en la cohorte 

Pre_T1vsRD_T2 el 68% eran premenopáusicas, tenían un tamaño tumoral de 4 cm de 

media, en el 57% de los casos tengo los ganglios linfáticos afectos, el 55% tenían grado 

histológico entre 1 y 2, el 61% son ER+, el 52% PR+ y el 17% HER2+. El 58% tiene menos 
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del 50% de Ki67, y los subtipos intrínsecos están divididos en 9 Luminal A, 26 Luminal 

B, 14 HER2enriched y 19 Basal-Like (Tabla 19). 

En la cohorte de pacientes donde hemos estudiado la relación del tumor primario, la 

enfermedad residual y la localización metastásica Pre_T1/RD_T2/Mtx_T3, el 54% eran 

premenopáusicas, el tamaño tumoral estaba en 3.7 cm de media, el 54% tienen ganglios 

linfáticos afectos, el 60% tiene tumores con grado histológico entre 1 y 2, el 50% son 

ER+, el 45% PR+ y el 27% HER2+. El 68% de las pacientes tienen menos del 50% de Ki67, 

hay 5 Luminales A, 4 Luminales B, 6 HER2enriched y 5 Basal-Like determinado por 

PAM50 y la localización de las metástasis se distribuye en el 27.27% en hueso, el 22.73% 

en cerebro, el 22.73% en piel (región mamaria), el 13.64% en hígado, el 4.55% en Ovario 

y el 9.09% en ganglios linfáticos (Tabla 20).  
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Tabla 19. Características clínico-patológicas de las pacientes incluidas en la cohorte Pre_T1vsRD_T2. 

 Pre_T1 vs RD_T2 
Variables clinicopatológicas Eventos % 
Todos los casos 70  

Edad 48 [30 - 75] 
Estatus menopáusico   

Premenopáusico 48 68.57 
postmenopáusico 22 31.43 
Tamaño tumoral 4 [ 0,97 - 12,00] 
Afectación ganglios linfáticos   

Positivos 40 57.14 
Negativos 28 40.00 
NA 2 2.86 
Grado histológico tumoral   

1 y 2 39 55.71 
3 24 34.29 
NA 7 10.00 
Estatus ER   

Positivo 43 61.43 
Negativo 27 38.57 
Estatus PR   

Positivo 37 52.86 
Negativo 33 47.14 
Sobreexpresión del HER2   

Positiva 12 17.14 
Negativa 58 82.86 
Porcentaje de Ki67   

Menos de 50 41 58.57 
Más de 50 25 35.71 
NA 4 5.71 
Subtipos IHQ   

Luminal A 8 11.43 
Luminal B 28 40.00 
HER2+ 6 8.57 
Triple Negativo 19 27.14 
NA 1 1.43 
Subtipos PAM50   

Luminal A 9 12.86 
Luminal B 26 37.14 
HER2-enriched 14 20.00 
Basal-Like 19 27.14 
NA 2 2.86 
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Tabla 20. Características clínico-patológicas de las pacientes incluidas en la cohorte Pre_T1/RD_T2/Mtx_T3 

  Pre_T1/ RD_T2/Mtx_T3 
Variables clinicopatológicas Eventos % 
Todos los casos 22   

Edad 53 [30 - 73] 
Estatus menopáusico     

Premenopáusico 12 54.55 
postmenopáusico 10 45.45 
Tamaño tumoral 3.7 [ 1 – 7.70] 
Afectación ganglios 
linfáticos 

    

Positivos 12 54.55 
Negativos 8 36.36 
NA 2 9.09 
Grado histológico tumoral     

1 y 2 13 59.09 
3 8 36.36 
NA 1 4.55 
Estatus ER     

Positivo 11 50 
Negativo 11 50 
Estatus PR     

Positivo 10 45.5 
Negativo 12 54.5 
Sobreexpresión del HER2     

Positiva 6 27.27 
Negativa 16 72.73 
Porcentaje de Ki67     

Menos de 50 15 68.18 
Más de 50 5 22.73 
NA 2 9.09 
Subtipos IHQ     

Luminal A 5 11.43 
Luminal B 4 40 
HER2+ 5 8.57 
Triple Negativo 6 27.14 
NA 1 1.43 
Subtipos PAM50     

Luminal A 5 12.86 
Luminal B 4 37.14 
HER2-enriched 6 20 
Basal-Like 5 27.14 
NA 2 2.86 
Localización Mtx     

Hueso 6 27.27 
Cerebro 5 22.73 
Piel 5 22.73 
Hígado 3 13.64 
Ovario 1 4.55 
Ganglios linfáticos 2 9.09 
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5.3.2. AED del panel PanCancer Pathways en Pre_T1, RD_T2 y Mtx_T3. 

5.3.2.1. Tumor primario (Pre_T1) versus enfermedad residual (RD_T2).  

Los genes DE entre aquellos pacientes con tumores primarios (Pre_T1) y enfermedad 

residual (RD_T2) tras el tratamiento con NAC están descritos en el volcano plot (Figura 

31) y en la tabla 21. De los 730 genes que han sido estudiados, 112 genes se encuentran 

DE entre Pre_T1 y RD_T2, siendo la referencia el Pre_T1 (tabla 21). Vamos a entrar en 

detalle con los 10 genes que obtienen el p-valor más bajo, en este caso FOS, NR4A1, 

NR4A3, CACNG4, IL6, COL11A1, TSPAN7, FLNC, ITGB6 y KLF4. En base al p-valor, el gen 

con mayor poder estadístico cuando hablamos de diferencia de expresión génica entre 

el Pre_T1 y RD_T2 es el gen FOS (p=2.57E-23). Además, es el gen con más cantidad de 

cambio en su expresión génica, según su Log2 FC. Dicho gen está menos expresado en 

el Pre_T1 con respecto al RD_T2 (Log2 FC -3.55). Un aumento en la expresión génica de 

FOS, según nuestros datos, sería característico de aquellos tumores que no responden 

al tratamiento con NAC y por lo tanto la expresión de este gen podría estar asociado a 

resistencia a quimioterapia. FOS es un protooncogén, y junto a JUN, que en nuestra 

cohorte también se encuentra DE en RD (p= 2.0E-03, Log2 FC de -1.1) forma el complejo 

del factor de transcripción AP-1. Está implicado en procesos de regulación de la 

proliferación celular, diferenciación y transformación. En determinados casos la 

expresión de FOS ha sido asociada a muerte celular apoptótica (RefSeq, 2008). Shi y 

colaboradores establecieron que la expresión de FOS podría estar relacionada con 

adaptación celular a cambios en el ambiente tumoral; estos resultados fueron obtenidos 

del estudio de la línea celular de mama MCF7. La baja expresión de FOS se ha asociado 

a una sensibilización celular a los agentes quimioterapéuticos en MCF7 tanto por la vía 

de la apoptosis como por la vía de la P-glicoproteína, es decir, que la expresión de FOS 

se relacionó con resistencia a la apoptosis, proponiéndose como un potencial marcador 

de resistencia a terapia (28). En nuestros resultados dicho gen se encuentra más 

expresado en aquellas pacientes resistentes a la quimioterapia Neoadyuvante, 

coherentemente con los hallazgos comentados.  

Otros genes DE y que también se encuentran sobreexpresados en las pacientes con 

enfermedad residual y expresados a la baja en el tumor primario de nuestra población 
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son NR4A1 y NR4A3 (p=5.4E-16 y Log2 FC de -2.8 para NR4A1; p=4.4E-11 y Log2 FC de 

-2.2 para NR4A3). Ambos genes forman parte de la superfamilia de receptores de 

hormonas esteroideas-tiroideas-retinoides. En el caso de NR4A1, su expresión es 

inducida en linfocitos humanos y se relaciona con infiltración inmunológica tumoral. 

Codifica para una proteína que actúa como un factor de transcripción nuclear (RefSeq, 

2011). El papel de NR4A1 en el proceso tumoral no es claro y, además, controvertido, 

ya que en algunos estudios se le ha identificado como supresor de tumores y en otros 

como oncogén. En algunos de estos estudios se le relaciona con aumento de 

proliferación, viabilidad celular y apoptosis, pero sobre todo en roles de migración y 

progresión. En pacientes y líneas celulares TN, se ha determinado que existe una 

disminución de la expresión de esta proteína y ha sido relacionado con una atenuación 

de la vía JNK-AP-1-Ciclina D1 (29). FOS, en nuestra cohorte, está DE en la misma 

dirección que NR4A1, y como hemos comentado con anterioridad, forma parte del 

complejo AP-1 junto con JUN, lo que refuerza los resultados. Receptores de su misma 

naturaleza como el ER o el receptor de andrógenos (AR) se conoce muy bien su 

mecanismo de acción, pero en el caso de NR4A1 no se le ha reconocido ligando 

especifico, lo que lo descarta, por ahora, para tratamiento diana (29). En cáncer de 

mama, las citoquinas inflamatorias inducen la expresión de NR4A1; se ha comprobado 

que es un activador muy potente de la vía TGF-β, fosforilando a SMAD2, y contribuyendo 

a funciones antiapoptóticas, progresión tumoral, EMT y migración celular (30) (Figura tal 

y tal). Por otra parte, NR4A3 es un activador transcripcional (RefSeq, 2010). Fedorova y 

colaboradores, en un estudio con tumores de mama y de pulmón, identificaron que las 

funciones supresoras de tumores de NR4A3 se rigen por dos mecanismos distintos; el 

primero es dependiente de p53, pues es  una diana transcripcional directa del mismo; 

el segundo consiste en que la sobreexpresión de NR4A3 atenúa la proliferación de 

células cancerígenas y promueve la apoptosis a través de los genes pro-apoptóticos 

(Bcl-2), PUMA y Bax (31). Que este gen esté directamente relacionado con p53 y a su vez 

con atenuación de la proliferación, es coherente con su sobreexpresión en las pacientes 

resistentes a la NAC, ya que la activación de mecanismos de proliferación está 

estrechamente ligada a la respuesta a dicho tratamiento (1). Por otra parte, la función 
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anti-apoptótica asociada a la expresión de NR4A1 y la función pre-apoptótica asociada 

a la de NR4A3, parecen ser seleccionadas negativamente tras el tratamiento con NAC, 

debido a que ambos genes presentan la misma tendencia de expresión en nuestra 

cohorte, más expresados en la RD.  

Una disminución de expresión de CACNG4 es característico de tumores resistentes al 

tratamiento con NAC en nuestra cohorte (p=1.1E-07, Log2 FC 2). Es un gen que codifica 

para una proteína reguladora del receptor de AMPA transmembrana tipo I (TARP, 

transmembrane AMPA receptor regulatory protein), la subunidad Gamma 4 del canal de 

calcio regulado por voltaje. Los TARP regulan tanto el tráfico como la activación de 

canales de los receptores AMPA (RefSeq, 2010).  In vitro se ha visto que la amplificación 

de este gen está relacionada con un incremento en la capacidad metastásica pulmonar 

en cáncer de mama, incrementando la supervivencia y la movilidad celular. Se sugiere 

que una vía subyacente al crecimiento y diseminación tumoral podría estar regulada por 

CACNG4, de manera que este cierra el canal del poro e inhibe la afluencia de calcio, 

alterando así los eventos de señalización con calcio que involucran genes clave de 

supervivencia y metástasis como el AKT2, HDAC3 o RASA1 (110).  En células de 

adenocarcinoma de pulmón se ha visto que la expresión de este gen es mayor en  las 

células sensibles al tratamiento con cisplatino que en células resistentes a dicho 

tratamiento (111), por lo que podemos hipotetizar que el bloqueo de dicha señalización 

también es importante para la eficacia a la NAC  

EL gen IL6 codifica para la interleucina 6, una citoquina que participa en el proceso 

inflamatorio y en la maduración de las células B (RefSeq, 2020). En un estudio de 

Dethlefsen y colaboradores se identificó una discrepancia en cuanto a la función de IL6 

en los tumores de mama.  En cultivo celulares de cáncer de mama ER+, una aplicación 

directa de IL6 inhibe la proliferación, mientras que altos niveles de IL6 circulante era 

correlacionado con mal pronóstico. Concluyeron el estudio con el carácter 

multifuncional de IL6, el elevado nivel sistémico es un biomarcador de carga tumoral, 

mientras que la expresión local intratumoral tiene un papel importante en el control del 

crecimiento celular, metástasis y la autorenovación de las Cancer Stem Cells (CSCs) 

(112). Con respecto a la formación de CSCs, a través del estudio de microRNAs en 
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cultivos celulares de cáncer de mama y en tumores de mama humanos, Iliopoulos y 

colaboradores, demostraron que IL6 era suficiente para que una célula no-CSC fuera 

convertida en CSC durante el proceso de transformación celular (113).  Estas funciones 

intratumorales que describen Dethlefsen y col. y los resultados de Iliopoules y col. de la 

IL6 están íntimamente relacionadas con mecanismos de resistencia al tratamiento 

citotóxico como es el caso de la NAC. En cultivos celulares de cáncer de mama HER2+, 

se demostró que la inflamación desarrollada por IL6 era mediador de la resistencia al 

tratamiento con Trastuzumab (114). En nuestra cohorte su expresión está relacionada 

con resistencia al tratamiento, estando más expresada en pacientes con RD tras la NAC 

(p=2.3E-06, Log2 FC -1.8).  

COL11A1 codifica para una de las dos cadenas alfa del colágeno tipo XI (RefSeq, 2009). 

La expresión de este gen ha sido relacionada en varios estudios con resistencia a 

quimioterapia en carcinoma epitelial de ovario, en unos casos por la activación de 

TWIST1 dando lugar a procesos de inhibición de la apoptosis (115), y en otros casos por 

la activación de la vía Akt/c/EBPβ  y ubiquitinación de PDK1 (116).  Además, también en 

cáncer de ovario se ha relacionado la expresión de este gen con progresión tumoral y 

un mal resultado clínico por la previa activación de la vía TGF-β1 que desencadena la 

activación de la cascada de SMAD2 y a su vez la activación de COL11A1 (117) . Esto en 

contrario a los resultados que obtenemos en nuestra cohorte de pacientes con cáncer 

de mama, donde la sobrexpresión de este gen se observa en el tumor primario con 

respecto a la RD, lo que indica carácter de sensibilidad a la NAC (p=2.3E-06, Log FC 1.9). 

El gen TSPAN7 codifica para un miembro de la superfamilia de transmembranas 4, con 

4 dominios hidrofóbicos media la traducción de señales que tienen un papel en la 

regulación del desarrollo celular, activación, crecimiento y movilidad (RefSeq, 2008). En 

un estudio reciente (2021) la expresión a la baja de este gen ha sido asociada con un 

mal pronóstico es cáncer de vejiga, relacionan la expresión de este gen con activación  

de apoptosis y control del ciclo celular a través de la vía PTEN/PI3K/AKT(118). Sin 

embargo, no hay estudios concluyentes donde se relacione TSPAN7 con cáncer de mama. 

En nuestra cohorte, la expresión de este gen está relacionada con resistencia al 
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tratamiento con NAC, ya que se encuentra más expresados en la RD que en el tumor 

primario (p=7E-06, Log2 FC -1.4).  

La FLNC codifica para la gamma filamina C, siendo la unión entre filamentos de actina. 

Está relacionada con las vías de la señalización de la MAPK y SMAD (RefSeq, 2008). Su 

función es esencial para la locomoción celular y migración en respuesta  a un estímulo 

microambiental, estando más conservado en músculos cardiacos (119). En un estudio 

con pacientes con cáncer de mama tipo basales donde se comparaba el DNA en sangre, 

el tumor primario, la metástasis y modelos animales PDX, determinaron dos nuevas 

mutaciones en la muestra metastásica siendo una de ellas una mutación silenciosa en 

FLNC, concluyeron que esta mutación no era determinante en el proceso metastásico 

(120). Según nuestros resultados, la expresión de este gen está asociada a resistencia a 

tratamiento (p=3.7E-05, Log2 FC -1.4).  

ITGB6 codifica para una proteína miembro de la superfamilia de las integrinas. Son 

receptores de adhesión que participan en la señalización desde la matriz celular a la 

célula (RefSeq, 2013). Tanto la expresión al alza del RNA mensajero de dicho gen como 

un aumento de la proteína han sido relacionados con una reducción en la supervivencia  

y aumento de la metástasis, sobre todo en pacientes que tienen sobreexpresados el 

HER2, posicionándose como una posible diana terapéutica para pacientes con cáncer de 

mama HER2+ con resistencia a Trastuzumab (121). Según nuestros resultados, una 

expresión al alza de este gen se relaciona con sensibilidad al tratamiento con 

quimioterapia neoadyuvante sin hacer distinciones con entre las pacientes que 

sobrexpresen HER2 y las que no (p=8.8E-05, Log2 FC 1.5).  

Para un componente de la familia de factores de transcripción Kruppel codifica el gen 

KLF4, siendo requerido para el desarrollo normal de la función barrera de la piel. Se 

piensa que forma parte del control de la transición de G1 a S del ciclo celular después 

de presentar daños en el DNA al mediar el gen supresores de tumores p53 (RefSeq, 

2015). Se le reconoce tanto como un oncogén, ya que se encuentra altamente 

expresados en más del 70% de los canceres de mama (122) y como un supresor de 

tumores por su participación en la red molecular de p53 (123). Se ha encontrado un 

aumento de expresión de este gen en las CSCs en líneas celulares de cáncer de mama y 
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Figura 31. En el volcano plot se representan todos los genes según el p-valor ajustado obtenido en el AED (eje de ordenadas) y el valor 
del Log2 FC (eje de abscisas). Con las líneas punteadas se representan diferentes niveles de p-valor y la zona del volcano donde se 
posicione el gen corresponderá con un p-valor concreto y un valor de FC determinado. En este caso, los genes que queden a la derecha 
del punto 0 del eje de abscisas serán los genes sobreexpresados en el Pre_T1 y los que queden en el lado izquierdo serán los 
sobreexpresados en el RD_T2. 

en tumores primarios de mama en ratones (122). Junto con NANOG, se consideran 

factores inductores de células madre (iPS, induced pluripotent stem) implicados en el 

pronóstico de cáncer de mama; en subtipos TN se demostró que un aumento de la 

expresión de KLF4 estaba relacionado con mejores ratios de SG y SLE, debido a su 

capacidad de inhibir la proliferación y la invasión en este subtipo de tumores de mama 

(124). Por otra parte, se ha demostrado que la activación de p53 disminuye la actividad 

transcripcional de ER por el aumento en la expresión de KLF4. KLF4 inhibe la unión de 

ERα a los elementos respondedores del estrógeno en la región promotora, resultando 

en una reducción de la transcripción de los genes diana de ERα. Por lo que se descubrió 

una nueva red molecular entre p53, KLF4 y ER. Tanto p53 como ERα están involucrados 

en crecimiento celular y apoptosis, es por ello que a KLF4 se le atribuya tanto roles de 

supresor de tumores como funciones oncogénicas en cáncer de mama (123).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                   Resistencia al tratamiento Neoadyuvante 
Capítulo II                                                                            

  

130 

 

Tabla 21. Genes DE entre Pre_T1 y RD_T2. 

 

 

 

 

Gen Log2 FC p-valor ajustado Gen Log2 FC p-valor ajustado Gen Log2 FC p-valor ajustado 

FOS -3.6 2.6E-23 WNT7B 1.1 0.009 PRL -0.9 0.031 

NR4A1 -2.8 5.4E-16 PLA2G2A -1.3 0.009 PLA2G10 0.9 0.031 

NR4A3 -2.2 4.4E-11 MAPK8IP2 1.1 0.009 ITGA2 0.8 0.031 

CACNG4 2.0 1.1E-07 WNT2 0.9 0.009 PDGFC 0.7 0.031 

IL6 -1.8 2.3E-06 LEPR -0.9 0.009 CSF3R 0.8 0.031 

COL11A1 1.9 2.3E-06 CHAD 1.3 0.010 IL1R2 -0.8 0.033 

TSPAN7 -1.4 7.0E-06 BMP2 -1.0 0.011 BMPR1B 1.2 0.033 

FLNC -1.4 3.7E-05 PAX3 -1.1 0.012 FGF1 0.7 0.034 

ITGB6 1.5 8.8E-05 DUSP2 -0.9 0.012 SOCS2 -0.9 0.034 

KLF4 -1.3 8.8E-05 RUNX1 0.9 0.013 SPRY4 0.7 0.034 

FGF3 -1.6 8.8E-05 TLR2 0.8 0.014 ITGB4 0.8 0.035 

FN1 1.4 1.7E-04 NGFR -0.9 0.014 PCK1 -0.7 0.035 

ITGA7 -1.2 1.8E-04 IL12B -0.9 0.014 ETV1 0.7 0.037 

BMP8A 1.2 3.7E-04 CACNA2D3 -0.9 0.015 GRIN1 -0.9 0.037 

STAT1 1.3 4.1E-04 CACNB3 0.8 0.015 CACNA1G -0.7 0.037 

ERBB2 1.5 4.2E-04 KMT2C 0.9 0.015 TSLP -0.8 0.037 

LEP -1.3 4.5E-04 MLLT4 0.9 0.016 PLA2G5 -0.8 0.038 

WNT16 -1.4 7.0E-04 CDKN2B 0.9 0.016 H2AFX 0.8 0.038 

PLA2G4E -1.5 7.0E-04 TPO -0.9 0.018 WNT11 -0.8 0.038 

PLAU 1.1 8.7E-04 IBSP 0.9 0.018 FUT8 0.7 0.039 

FIGF -1.2 0.001 CCND1 1.0 0.018 BRCA1 0.8 0.042 

IL19 1.3 0.002 GADD45G -0.9 0.020 LIFR -0.7 0.042 

IFNA17 -1.4 0.002 IRS1 0.9 0.020 CDH1 0.9 0.042 

BAIAP3 1.2 0.002 PRLR 1.0 0.023 ZBTB16 -0.9 0.043 

ACVR1C -1.0 0.002 GNAS 0.9 0.023 RNF43 0.8 0.044 

JUN -1.1 0.002 CACNG1 0.9 0.023 IL13 -0.7 0.044 

IGF1 -1.0 0.002 B2M 0.8 0.024 HSPB1 0.8 0.044 

INHBA 1.1 0.002 CCNE2 1.0 0.024 OSM -0.7 0.044 

SOCS3 -1.0 0.002 SFRP4 -0.9 0.025 RXRG -0.8 0.044 

MAPT 1.4 0.003 RASGRP1 1.0 0.025 RUNX1T1 -0.7 0.044 

MYB 1.3 0.003 WHSC1L1 0.8 0.026 EFNA3 0.8 0.047 

PROM1 1.4 0.006 DKK2 -0.8 0.026 PBX3 0.7 0.047 

CAMK2B 1.2 0.006 PIK3R3 0.9 0.026 GADD45B -0.7 0.047 

CDC6 1.2 0.007 ETV7 0.9 0.027 SOST -0.9 0.049 

SHC4 1.2 0.008 SSX1 -0.9 0.027 FZD3 0.7 0.049 

SPRY1 -0.9 0.008 RAC3 0.8 0.028 IDH2 0.8 0.049 

BRIP1 1.1 0.008 HDAC11 0.8 0.028    

COL6A6 -1.0 0.008 WIF1 -1.0 0.028    
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Para tener una visión más global de los resultados obtenidos, con la herramienta online 

DAVID Gene Funtional Classification Tool, se ha hecho una clasificación según la función 

de los genes DE (Tabla 22). De los 112 genes DE, 88 no son clasificados mientras que 

22 de esos genes se agrupan en 5 clústeres diferentes. El grupo 1 son miembros de la 

familia Wnt (WNT7B, Log2 FC 1.1; WNT16, Log2 FC -1.4; WNT2, Log2 FC 0.9; WNT11, 

Log2 FC -0.8), el grupo 2, receptores de membrana (PRLR, Log2 FC 1; IL1R2, Log2 FC -

0.8; LIFR, Log2 FC -0.7; LEPR, Log2 FC -0.9; CSF3R, Log2 FC 0.8), grupo 3, fosfolipasas 

(PLA2G5, Log2 FC -0.8; PLA2G2A, Log FC -1.3; PLA2G10, Log2 FC 0.9; PLA2G4E, Log2 

FC -1.5), grupo 4, subunidades de los canales de calcio voltaje dependiente (CACNG4, 

Log2 FC 2; CACNA2D3, Log2 FC -0.9; CACNG1, Log2 FC 0.9; CACNB3, Log2 FC 0.8; 

CACNA1G, Log2 FC -0.7) y el grupo 5, subunidades de integrinas (ITGA2, Log2 FC 0.8; 

ITGB6, Log2 FC 1.6; ITGB4, Log2 FC 0.8; ITGA7, Log2 FC -1.2).  

Tabla 22. Clasificación de los 112 genes DE con la herramienta DAVID Gene Funtional Classification Tool. 

Clasificación funcional de los 112 genes DE 
Grupo de genes 1 

 

1 WNT7B Wnt family member 7B(WNT7B) 
2 WNT16 Wnt family member 16(WNT16) 
3 WNT2 Wnt family member 2(WNT2) 
4 WNT11 Wnt family member 11(WNT11) 

Grupo de genes 2 
 

1 PRLR prolactin receptor(PRLR) 
2 IL1R2 interleukin 1 receptor type 2(IL1R2) 
3 LIFR leukemia inhibitory factor receptor alpha(LIFR) 
4 LEPR leptin receptor(LEPR) 
5 CSF3R colony stimulating factor 3 receptor(CSF3R) 

Grupo de genes 3 
 

1 PLA2G5 phospholipase A2 group V(PLA2G5) 
2 PLA2G2A phospholipase A2 group IIA(PLA2G2A) 
3 PLA2G10 phospholipase A2 group X(PLA2G10) 
4 PLA2G4E phospholipase A2 group IVE(PLA2G4E) 

Grupo de genes 4 
 

1 CACNG4 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit gamma 4(CACNG4) 
2 CACNA2D3 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit alpha2delta 3(CACNA2D3) 
3 CACNG1 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit gamma 1(CACNG1) 
4 CACNB3 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit beta 3(CACNB3) 
5 CACNA1G calcium voltage-gated channel subunit alpha1 G(CACNA1G) 

Grupo de genes 5 
 

1 ITGA2 integrin subunit alpha 2(ITGA2) 
2 ITGB6 integrin subunit beta 6(ITGB6) 
3 ITGB4 integrin subunit beta 4(ITGB4) 

Sin grupo 
  

 
88 genes del estudio no pueden ser agrupados 
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5.3.2.2. Enfermedad residual (RD_T2) versus metástasis (Mtx_T3).  

Las diferencias en cuanto al tumor residual frente al primer nicho metastásico presentan 

una activación de los genes DE en la evolución del tumor, ya que todos los genes se 

encuentran sobreexpresados en el tumor metastásico. Los genes DE son 30 y quedan 

reflejado en la tabla 23 y en la figura 32, junto con su Log2 FC y el p-valor ajustado. Al 

igual que en el apartado anterior, se va a describir la función de los 10 primeros genes 

con el p-valor más bajo y su relación con el proceso que queda reflejado según nuestros 

resultados.  

El gen DE con más poder estadístico es MAPK8IP2 que se encuentra menos expresado 

en la RD (Log2 FC -2.8, p=3.98E-05). El producto de este gen está envuelto en la 

regulación de la vía de señalización de la quinasa amino terminal c-Jun (RefSeq, 2017). 

La variante de un ayustamiento en el exón 2 de dicho gen se ha relacionado con el 

incremento de propiedades de células stem/progenitoras aumentando procesos de 

desdiferenciación a través de la activación de la vía JNK (125). Que haya un aumento de 

procesos de desdiferenciación por el incremento de propiedades de células progenitoras 

es una de las características de células con capacidad metastásica, por lo tanto, los 

resultados son coherentes.  

El gen IL22RA2, al igual que el resto de los genes DE, se encuentra expresado a la baja 

en la RD con respecto a la metástasis (Log2 FC -2.71, p=1.14E-04). Es la subunidad Alpha 

2 de la interleuquina 22 (IL22), está relacionado con regulación de la respuesta 

inflamatoria y está implicado en la regulación de la tumorigenesis en colon (RefSeq, 

2013. Este, juntos a otros genes, han sido identificados como re  

 

EL gen LAMB4, expresado a la baja en el tumor residual (Log2 FC -2.5, p=0.0014), es la 

subunidad Beta 4 de la Laminina. Se piensa que la laminina media en la organización y 

migración de células en los tejidos durante el desarrollo embrionario por la interacción 

de otros componentes de la matriz celular. La sobreexpresión de este gen ha sido 

relacionada con disminución de la supervivencia en tumores de mama ER+, y el efecto 

contrario en los tumores ER- (33). El aumento de la expresión de este gen en el tumor 
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metastásico podría deberse al proceso metastásico en sí donde es necesaria una 

reorganización de las células en el nuevo tejido.  

El gen CAMK2B expresado a la baja en la RD (Log2 FC -2.5, p=0.0014), codifica para 

una proteína quinasa dependiente de Ca(2+)/Calmodulina involucrada en la señalización 

por calcio, muy importante en la plasticidad de la sinopsis glutamatérgica (RefSeq, 

2014). En líneas celulares de cáncer de mama, se ha demostrado la hipermetilación de 

dicho gen y consecuente bajada en la expresión génica (35). En un estudio previo donde 

se identificaban los genes DE entre pacientes que obtenían y no obtenían pCR tras el 

tratamiento con NAC, se vio que este gen se encontraba más expresado en aquellos 

tumores que respondían al tratamiento con NAC (126). En base a nuestros resultados, 

el gen CAMK2B, que también se encuentra más expresado en el tumor primario antes 

del tratamiento que en la RD (Log2 FC 2, p=0.006), podría seleccionarse negativamente 

tras el tratamiento con NAC.  

EL gen PPP2R2C, que se encuentra menos expresado en la RD con respecto a la 

metástasis (Log2 FC -2.4, p=0.0026), codifica para la subunidad reguladora de la 

fosfatasa 2, y dicha fosfatasa es una de las 4 Serina/Treonina fosfatasas más 

importantes. Está implicado en el control negativo del crecimiento celular y división 

(RefSeq, 2008). En cáncer de próstata se ha visto que una perdida en la expresión de 

este gen se asocia a un aumento de sufrir metástasis (127). Debido a que en la RD de 

nuestra cohorte se encuentra expresada a la baja y son pacientes que han sufrido 

metástasis, podría ser un marcador de procesos metastásicos en RD de tumores de 

mama.  

EL gen CACNA1D, menos expresado en la RD (Log2 FC -2.5, p=0.007), codifica para la 

subunidad alfa 1D del canal regulado por voltaje de calcio. Está involucrada en muchos 

procesos de los cuales se requiere de la presencia de calcio, como la contracción del 

musculo, lo relacionado con hormonas y neurotransmisores y expresión génica (RefSeq, 

2012). Entre las funciones de los canales de calcio regulado por voltaje en el cáncer está 

la de mitogenesis, proliferación, diferenciación, apoptosis y metástasis (128). En cáncer 

de hígado y pulmón se ha descrito una bajada en la expresión de CACNA1D en el tejido 

tumoral en comparación con el tejido normal, lo que ellos determinaron como un gen 
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biomarcador de supresión de tumores en estos tipos de cáncer (128). En base a nuestros 

resultados, podemos decir que la alta expresión de este gen se asocia a tumores 

metastásicos en cáncer de mama que han sido tratados con NAC.  

El gen ETV4, expresado a la baja en la RD (Log FC -2, p= 0.0082), es un factor de 

transcripción que se expresa en las células epiteliales de la glándulas mamarias, que 

está relacionado con la super vía de la desregulación transcripcional en cáncer (129). 

Está relacionado con procesos de proliferación, migración e invasión (130).  La 

sobreexpresión de este gen se ha visto asociada a un alto riesgo de metástasis a 

distancia en tumores de mama TN en cultivos celulares (131) y en muestras de cáncer 

de mama de todos los subtipos (130). En nuestros resultados, se trataría de un marcador 

de metástasis tras el tratamiento con NAC.  

EL gen RET, que se encuentra expresado a la baja en la RD (Log2 FC -2.3, p=0.0082), 

es un protooncogén estrechamente relacionado con roles de proliferación celular, 

crecimiento, migración y supervivencia (RefSeq, 2017). Todas estas características se 

asocian con funciones necesarias para el proceso metastásico, su alta expresión en el 

tumor metastásico de nuestra cohorte tiene coherencia.  

El gen WNT16, expresado a la baja en la RD (Log2 FC -1.8, p=0.012), está implicado en 

oncogénesis y en diferentes procesos del desarrollo (RefSeq, 2008). En cáncer de mama, 

la subida en la expresión de este gen se ve inducido al tratamiento con taxanos, se ha 

asociado a progresión y quimiorresistencia (34). En nuestros resultados, este gen, que 

se encuentra más activado en la RD residual cuando es comparado con el tumor primario 

(Log2 FC -1.4, p=7E-04) también se ve más expresados progresivamente en la RD tras el 

tratamiento con NAC y expresado, más aún, en la metástasis con respecto a la RD. 

Podríamos hablar de un marcador con aumento de expresión que evoluciona desde el 

tratamiento con NAC a fenotipos más agresivos como la enfermedad metastásica.   

El gen NPM2, expresado a la baja en la RD con respecto al tumor metastásico (Log2 FC 

-3.1, p=0.012), es miembro de la familia de las chaperonas nucleolares. Esta familia de 

proteínas está implicada en diversas funciones celulares como el procesamiento del RNA 

ribosomal, el ciclo celular, la duplicación del centrosoma y el control de procesos para 

mantener la estabilidad genómica (132) (133).  
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Tabla 23. Genes DE entre RD_T2 y Mtx_T3 

Gen Log2 FC p-valor ajustado 

MAPK8IP2 -2.8 3.98E-05 

IL22RA2 -2.7 1.145E-04 

LAMB4 -2.5 0.0014 

CAMK2B -2.5 0.0014 

PPP2R2C -2.4 0.0026 

CACNA1D -1.9 0.0070 

ETV4 -2.0 0.0082 

RET -2.3 0.0082 

WNT16 -1.8 0.0127 

NPM2 -3.1 0.0127 

MLLT4 -1.6 0.0127 

IBSP -1.8 0.0151 

SFN -1.9 0.0151 

CCNE1 -2.2 0.0321 

PLA2G3 -1.6 0.0321 

CDC25A -1.8 0.0321 

ITGB6 -2.0 0.0321 

RASGRP1 -2.0 0.0321 

HIST1H3H -1.7 0.0375 

ITGA3 -1.4 0.0395 

GRIN2A -1.4 0.0395 

LAMA5 -1.2 0.0395 

FGF1 -1.6 0.0422 

COL2A1 -1.7 0.0425 

MMP9 -1.8 0.0495 

RAC3 -1.5 0.0495 

CREB3L4 -1.5 0.0495 

HHIP -1.3 0.0495 

WT1 -1.6 0.0495 

IL12RB2 -1.5 0.0495 
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Figura 32. En el volcano plot se representan todos los genes según el p-valor ajustado obtenido en el AED (eje de 
ordenadas) y el valor del Log2 FC (eje de abscisas). Con las líneas punteadas se representan diferentes niveles de 
p-valor y la zona del volcano donde se posicione el gen corresponderá con un p-valor concreto y un valor de FC 
determinado. En este caso, los genes que queden a la derecha del punto 0 del eje de abscisas serán los genes 
sobreexpresados en el RD_T2 y los que queden en el lado izquierdo serán los sobreexpresados en el Mtx_T3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.2.3. Tumor primario (Pre_T1) versus metástasis (Mtx_T3) 

Los genes DE entre el tumor primario y la metástasis son FOS, WNT16, GRIN1, CAMK2B, 

IFNA17, NR4A1, IL1A, NTRK2, NPM2, IFNA7 y LAMB4. Todos ellos se encuentran 

expresados a la baja en el tumor primario al compararlo con la metástasis (Tabla 24 y 

Figura 33).  

La función o implicación en cáncer de muchos de estos genes (FOS, WNT16, CAMK2B, 

NR4A1, NPM2 y LAMB4) ya han sido explicadas en los apartados anteriores por lo que la 

descripción en este apartado será más breve.  

En primer lugar, el gen FOS, que se encuentra menos expresado en el tumor primario 

frente a la metástasis (Log2 FC -3.5, p=6.28E-06), como hemos comentado con 

anterioridad, es un protooncogén que está involucrado en procesos de resistencia a la 

apoptosis y potencial marcador de resistencia a terapia (28). También se encuentra 

expresado al alza en la enfermedad residual con respecto al tumor primario (Log FC -

3.55, p=2.57E-23), por lo que su función como biomarcador de resistencia a terapia con 

NAC parece clara.  
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El gen WNT16, expresado a la baja en el tumor primario (Log2 FC -2.4, p=5.06E-04), se 

relaciona con en oncogénesis, progresión y quimioresistencia a taxanos (34). Que dicho 

gen se encuentre más expresado en la mestástasis tiene relación directa con la 

progresión y resistencia a los taxanos, que es parte del tratamiento con NAC. 

El gen GRIN1, expresado a la baja en el tumor primario (Log2 FC -2.1, p=0.001), es 

miembro de los canales de receptores de glutamato. Juega un papel importante en la 

plasticidad de la sinapsis (RefSeq, 2008). En nuestra cohorte se ve relacionada con 

fenotipo metastásico con respecto al tumor primario.  

EL gen CAMK2B, se expresa a la baja en el tumor primario antes del tratamiento (Log2 

FC -2.4, p=0.001). Este gen ha sido previamente relacionado con respuesta al 

tratamiento con NAC (126). En la comparativa entre tumor primario y metástasis, la 

expresión de este gen se ve aumentado en la metástasis en nuestra cohorte. 

EL gen IFNA17, menos expresado en el tumor primario (Log2 FC -2.1, p=0.002), codifica 

para el interferón alfa 17, implicado en procesos activación de citoquinas. Al igual que 

el resto de estos genes, podría tratarse de un marcador de metástasis al tratamiento con 

NAC.  

EL gen NR4A1, expresado a la baja en le tumor primario frente a la metástasis (Log2 FC 

-2.5, p=0.002), es un factor de transcripción nuclear, relacionado con procesos de 

progresión tumoral, EMT y migración celular (30). Que se encuentre sobreexpresado en 

la metástasis con respecto al tumor primario en nuestra cohorte es coherente con lo 

descrito en la literatura.  

El gen IL1A es, junto con NTRK2, de los genes DE entre el tumor primario y la metástasis, 

que no los están en las demás comparativas. Ambos genes se encuentran expresados a 

la baja en el tumor primario con respecto a la metástasis (Log2 FC -2.7, p=0.004 y Log2 

FC -2, p=0.004, respectivamente). El IL1A codifica para la interleuquina 1. Esta citoquina 

está envuelta en respuesta inmune, procesos inflamatorios y hematopoyesis (RefSeq, 

2008). El gen NTRK2 codifica para un miembro de la familia de tirosina quinasa TrkA. La 

señalización a través de esta quinasa está relacionada con diferenciación celular (RefSeq, 

2014).  
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EL gen NPM2, se encuentra más expresado en las muestras de tejido metastásico que 

en los tumores primarios antes de ser tratados (Log2 FC -3, p=0.02). Como hemos 

comentado con anterioridad, forma parte de la familia de las chaperonas y está 

involucrado en proceso de ciclo celular y estabilización de estabilidad genómica (133).  

El gen IFNA7, menos expresado, como el resto de los genes, en el tumor primario frente 

al tumor metastásico (Log2 FC -1.8, p=0.02), codifica para el interferón alfa 7. En 

cáncer, se encuentra relacionado con vías como la de JAK-STAT y podría estar 

involucrado en la resistencia mutagénica programada al bloqueo del control inmune 

(134).  

Y, por último, el gen LAMB4, expresado a la baja en el tumor primario frente al tumor 

metastásico (Log2 FC -2, p=0.02), está relacionado con la organización y migración de 

las células durante el desarrollo embrionario por interacción de otros componentes en 

la matriz celular. Como comentamos en el apartado anterior donde este gen también se 

encontraba sobre sobreexpresado en el tumor metastásico, puede deberse al proceso 

metastásico en sí y a todos los ajustes tisulares que conlleva.  

Tabla 24. Genes DE entre Pre_T1 y Mtx_T3 

 Gen Log2 FC p-valor ajustado 

FOS -3.5 6.28E-06 

WNT16 -2.4 5.06E-04 

GRIN1 -2.1 0.0011 

CAMK2B -2.4 0.0011 

IFNA17 -2.1 0.0025 

NR4A1 -2.5 0.0025 

IL1A -2.7 0.0046 

NTRK2 -2.0 0.0046 

NPM2 -3.0 0.0161 

IFNA7 -1.8 0.0206 

LAMB4 -2.0 0.0276 
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Figura 33. En el volcano plot se representan todos los genes según el p-valor ajustado obtenido en el AED (eje de ordenadas) 
y el valor del Log2 FC (eje de abscisas). Con las líneas punteadas se representan diferentes niveles de p-valor y la zona del 
volcano donde se posicione el gen corresponderá con un p-valor concreto y un valor de FC determinado. En este caso, los 
genes que queden a la derecha del punto 0 del eje de abscisas serán los genes sobreexpresados en el Pre_T1 y los que queden 
en el lado izquierdo serán los sobreexpresados en el Mtx_T3. 

 

5.3.2.4. Tumor primario, enfermedad residual y metástasis  

En cuanto a las similitudes entre los diferentes ADE que hemos realizado, 

Pre_T1/RD_T2/Mtx_T3, existen algunos genes que son compartidos y que tienen un 

comportamiento diferente entre cada una de las comparativas. En la figura 34 se han 

especificado aquellos genes que comparten los análisis realizados y cuál es la dirección 

del cambio en la expresión génica según su valor positivo o negativo del Log2 FC, la 

referencia siempre es el tiempo más temprano.  

Cuando se compara el tumor primario frente a la RD y al tumor metastásico (Figura 33, 

B), los genes IFNA17, GRIN1, FOS, NR4A1, WNT16 y CAMK2B están DE en ambos análisis. 

El único gen sobreexpresado en el tumor primario con respecto a la RD y a la metástasis 

es el gen CAMK2B. Este gen, podría estar siendo seleccionado negativamente por la NAC, 

y eliminarse en las clonas celulares sensibles al tratamiento. El resto de los genes 

(IFNA17, CRIN, FOS, NR4A1 y WNT16), sin embargo, parecen estar siendo marcadores 

de clonas resistentes a las NAC que podrían haber estado enmascaradas en el tumor 
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primario y no haberse capturado debido a la heterogeneidad tumoral en la toma de la 

muestra o ser un cambio introducido por el tratamiento con NAC. Cabe destacar al gen 

FOS (es el gen con más cambio en su expresión de estas comparativas) como 

biomarcador de resistencia al tratamiento tanto en la RD como en la enfermedad 

metastásica (Log2 FC -3.6 y -3.5, respectivamente, teniendo como referencia el tumor 

primario, Pre_T1).  

Cuando comparamos la RD con el tumor primario y la enfermedad metastásica, los genes 

DE compartidos son RAC3, FGF1, IBSP, WNT16, CAMK2B, ITGB6, MAPK8IP2, RASGRP1 y 

MLLT4. En este caso, todos los genes están más expresado en el tumor primario y en la 

enfermedad metastásica, mostrando una semejanza en los perfiles de expresión génica 

de estos genes entre el tumor primario y la metástasis, a excepción de WNT16, que 

presenta una expresión que va evolucionando positivamente tras el tratamiento con NAC 

siendo mayor en la RD con respecto al tumor primario, y en la enfermedad metastásica 

con respecto a la RD (Figura 34, C).  

En el caso de la metástasis frente al tumor primario y a la RD, los genes que se comparten 

son LAMB4, WNT16, NPM2 y CAMK2B. Estos cuatros genes se encuentran más 

expresados en la enfermedad metastásica con respecto al tumor primario y a la RD, 

seleccionándose positivamente en el proceso metastásico tras el tratamiento con NAC. 

El gen con mayor cambio de expresión tanto cuando se compara con el tumor primario 

como con la RD es NPM2. (Figura 34, D) 

Cuando analizamos todas los datos a la vez, vemos que los genes que comparten todas 

las comparativas son WNT16 y CAMK2B. En el caso del gen WNT16, ya hemos comentado 

esa posible selección positiva de su expresión tras el tratamiento con NAC, debido al 

aumento de expresión génica progresiva entre Pre_T1, RD_T2 y Mtx_T3. En el caso de 

CAMK2B vemos una caída de la expresión génica tras el tratamiento, tanto en la RD como 

en el tumor metastásico, proponiendo un nuevo marcador se sensibilidad a la NAC 

(Figura 34, E).  
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Figura 34. A) Representación gráfica de las comparaciones realizadas en base a los resultados obtenidos en los diferentes 
AED. B) Genes DE comunes a la comparación de Pre_T1vsRD_T2 y Pre_T1vsMtx_T3 distribuidos según el Log2 FC. C) Genes 
DE comunes a la comparación de Pre_T1vsRD_T2 y RD_T2vsMtx_T3 distribuidos según el Log2 FC. D) Genes DE comunes a la 
comparación de Pre_T1vsMtx_T3 y RD_T2vsMtx_T3 distribuidos según el Log2 FC. E) Genes DE comunes a la comparación de 
Pre_T1vsRD_T2, Pre_T1vsMtx_T3 y RD_T2vsMtx_T3 distribuidos según el Log2 FC. 
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5.4. Discusión 

El principal objetivo de este capítulo es definir posibles marcadores de sensibilidad y 

resistencia al tratamiento con NAC, así como, determinar las similitudes y diferencias 

entre el tumor residual tras la NAC y el primer nicho metastásico. En base a los 

resultados obtenidos, hemos definido una serie de genes que se expresan 

diferencialmente y que varía desde el tumor primario hasta la enfermedad metastásica, 

dando una idea de los cambios seleccionados con la NAC.  

Entre el tumor primario y la enfermedad residual hay una serie de genes DE que codifican 

productos con funciones de diversa índole, factores de transcripción, como es el caso 

de FOS y JUN que forman el complejo del factor de transcripción de AP1 relacionado con 

la regulación de la proliferación y de la apoptosis, receptores de hormonas como NR4A1 

y NR4A3, y otros  receptores de membrana como PRLR, IL1R2, LIFR, LEPR y CSF3R, varios 

miembros de la familia Wnt (WNT7B, WNT16, WNT2 y WNT11), genes relacionados con 

los canales de calcio voltaje-dependiente (CACNG4, CACNA2D3, CACNG1, CACNB3 y 

CACNA1G) y varios tipos de integrinas (ITGA2, ITGB6, ITGB4 y ITGA7), entre otros. Todos 

aquellos cambios que se seleccionan positivamente tras el tratamiento con NAC 

proporcionan resistencia y caracterizan a una población con los mecanismos 

moleculares necesarios para hacer frente al tratamiento citotóxico. De los genes DE entre 

el tumor primario y la RD identificados en este estudio, PLAU, STAT1 y WNT11 ya habían 

sido descritos como genes con cambios en su expresión tras el tratamiento 

neoadyuvante en estudios anteriores (1) (32). El perfil de expresión de dichos genes se 

corresponde con el perfil que hemos obtenido en nuestros análisis, quedando 

respaldado su papel en la sensibilidad al tratamiento con NAC (en el caso de PLAU y 

STAT1) o en la resistencia a este (en el caso de WNT11).   

En algunos casos, los cambios encontrados en nuestra cohorte antes y después del 

tratamiento se mantienen hasta el primer nicho metastásico. Un ejemplo de ello es el 

gen FOS, en estudios previos se ha demostrado que la disminución de su expresión 

génica está relacionado con fenotipos sensibles a agentes quimioterapéuticos (28). En 

nuestra cohorte el comportamiento de la expresión del gen FOS es el mismo que en lo 

descrito en la literatura, pero, además, es el gen que más cambia su expresión génica 
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entre dicho tumor primario y el primer nicho metastásico. Sin embargo, no hay 

diferencias significativas entre la RD y la metástasis, lo que podría significar que una vez 

que el tumor es sometido al tratamiento con NAC se seleccionan aquellas clonas con 

alta expresión de FOS (marcado por su función de regulación de la apoptosis y 

supervivencia) y esta selección positiva le confiere ventajas evolutivas que se mantiene 

hasta el primer nicho metastásico. El mismo perfil de expresión que FOS siguen los 

genes NR4A1, GRIN1 y IFNA17, menos expresado en el tumor primario con respecto a 

la RD y menos expresado entre el tumor primario con respecto a la metástasis, sin 

diferencias significativas entre la RD y la metástasis. Por lo tanto, proponemos a los 

genes FOS, NR4A1, GRIN1 y IFNA17 como marcadores de resistencia tras el tratamiento 

con NAC que, además, podría definir a una población celular con capacidad metastásica.  

En la enfermedad residual se observa una bajada en la expresión de todos los genes que 

se encuentran DE cuando se compara con la metástasis. Podríamos suponer que hay una 

serie de genes, RAC3, FGF1, IBSP, ITGB6, MAPK8IP2, RASGRP1 y MLLT4, que, en el tumor 

metastásico o previamente a la invasión del órgano diana, se están sobreexpresando y 

que pueden estar relacionados con la agresividad propia del tumor desde el inicio del 

tratamiento con NAC, ya que estos genes también se sobreexpresan más en el tumor 

primario y en la enfermedad metastásica  que en la RD, sin diferencias significativas 

entre el tumor primario y el tumor metastásico.  

En cuanto a la enfermedad metastásica, podríamos definir que los genes LAMB4 y NPM2 

son biomarcadores de recaída a distancia cuando son comparados con el tumor primario 

y con la RD. Dichos genes se sobreexpresan en el tumor metastásico, pero no en el 

tumor primario ni en la RD. Estudios donde se perfile la expresión génica de ambos 

genes en el tejido de la metástasis ayudarían a definir si su expresión es específica del 

órgano diana por una posible infiltración del tejido adyacente, o si por el contrario es 

un marcador exclusivo de metástasis en el cáncer de mama.  

El gen WNT16, que está asociado a progresión y quimiorresistencia inducida por taxanos 

(34), tiene un perfil de expresión donde tras el tratamiento con NAC es seleccionado 

positivamente y esta selección es progresiva aumentando la expresión génica desde el 

tumor primario a la RD y de la RD al tumor metastásico, quizás seleccionando super 
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clonas tumorales. Por otro lado el gen CAMK2B, involucrado en la señalización con 

calcio, en estudios anteriores ha sido asociado a respuesta al tratamiento con NAC (35). 

En nuestra cohorte, este gen se encuentra más expresado en el tumor primario con 

respecto a la RD tras la NAC, respaldando los resultados previos. Según nuestro análisis 

longitudinal, la expresión génica de la CAMK2B aumenta significativamente mucho más 

en la metástasis que incluso en el tumor primario, donde tiene mayor expresión que en 

la RD.  

Hay que mencionar, también, las limitaciones que tiene el estudio. Las cohortes donde 

se han establecido las diferencias en la expresión génica de los 730 genes analizados 

no tienen el mismo número de pacientes, 70 para la comparativa Pre_T1vsRD_T2 y 22 

para la comparativa Pre_T1vsMtx_T3 y RD_T2vsMtx_T3, todas ellas pareadas. En este 

caso, en la comparativa Pre_T1vsRD_T2 quizás se han capturado mejor (en términos 

estadísticos) los cambios encontrados en los genes analizados.  

Otra cuestión para tener en cuenta son los órganos donde ha tenido lugar el primer 

nicho metastásico tras la RD. No hemos seleccionado un órgano concreto diana de 

metástasis, sino que hemos capturado marcadores globales y no específicos de tejido. 

Además, entre las muestras de Mtx_T3, hay muestras de piel pertenecientes al tejido 

cercano a la piel de la mama, lo que podría considerarse recaída local y no a distancia, 

aunque son el menor de los casos.  

5.5. CONCLUSIONES 

En base a nuestros resultados y los objetivos propuestos, se han identificado 

alteraciones en la expresión génica tanto comunes como específicos en el tumor 

primario al compararlo con la enfermedad residual y el primer nicho metastásico. Se 

muestra una inactivación de la expresión génica de los genes IFNA17, GRIN1, FOS NRA41 

y WNT16 en el tumor primario frente a la enfermedad residual y a la enfermedad 

metastásica, donde se encuentran más expresados. La sobreexpresión de dichos genes 

en la RD podría proporcionar una serie de nuevos marcadores en los que seguir 

indagando para proponer nuevas dianas terapéuticas en la enfermedad residual una vez 

que el tratamiento con NAC no ha sido efectivo. Con respecto a la metástasis, nuestros 

resultados proponen 4 genes DE entre la metástasis versus la enfermedad residual y el 
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tumor primario. LAMB4 y NPM2 como genes DE con mayor expresión únicamente en la 

metástasis, CAMK2B como un gen que se selecciona negativamente tras la NAC en la 

enfermedad residual pero que en el tumor metastásico recupera su actividad, y WNT16 

como un posible marcador de evolución desfavorable del tumor tras la NAC.  
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6. Conclusiones 
 

Si sabes que estás en el camino correcto, si lo sientes, 

entonces… no importa lo que digan. 

Barbara McClintonck 
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Los resultados de este trabajo de investigación han permitido la caracterización global 

de los cambios a nivel de expresión génica de una serie de genes relacionados 

estrechamente con el proceso tumoral tras el tratamiento con NAC. Además, hemos 

obtenido unos resultados muy específicos en cuanto a la predicción a la respuesta al 

tratamiento al inicio de la enfermedad. Las conclusiones principales de esta Tesis 

Doctoral son las siguientes: 

1. Se ha identificado una firma predictiva basada en las diferencias biológicas 

encontradas entre las pacientes que obtienen pCR y las que no, independiente 

del subtipo, y que mejora a las actuales herramientas de predicción. Esta mejora 

en la identificación de las pacientes respondedoras versus no respondedoras es 

más notable en las pacientes ER+; esto es especialmente relevante porque estas 

son las pacientes que menos responden a la NAC y por tanto las que más se 

beneficiarían de una discriminación más específica. 

2. Entre el tumor primario de las pacientes no respondedoras y la enfermedad 

residual, hay un espectro de diferencias biológicas a nivel de expresión génica 

que abarcan la función de muchos tipos de genes. Destacan el papel de la 

expresión del proto-oncogén FOS y de los receptores de membrana NR4A1 y 

NR4A3, que son importantes en la regulación de la proliferación y procesos 

apoptóticos. 

3. La relación que encontramos entre el tumor primario antes de ser tratado, la 

enfermedad residual después del tratamiento y los primeros nichos 

metastásicos, muestran una serie de alteraciones de las que se podría derivar la 

caracterización de la evolución tumoral tras la NAC. Se muestra una inactivación 

de la expresión génica de los genes IFNA17, GRIN1, FOS, NRA41 y WNT16 en el 

tumor primario frente a la enfermedad residual y a la enfermedad metastásica, 

donde se encuentran más expresados. La sobreexpresión de dichos genes en la 

RD podría proporcionar una serie de nuevos marcadores que seguir investigando 

para proponer nuevas dianas terapéuticas en la enfermedad residual una vez que 

el tratamiento con NAC no ha sido efectivo. Con respecto a la metástasis, 

nuestros resultados proponen cuatro genes DE entre la metástasis versus la 
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enfermedad residual y el tumor primario: LAMB4 y NPM2 como genes DE con 

mayor expresión únicamente en la metástasis, CAMK2B como un gen que se 

selecciona negativamente tras la NAC en la enfermedad residual pero que en el 

tumor metastásico recupera su actividad, y WNT16 como un posible marcador 

de evolución desfavorable del tumor tras la NAC.  

 

Los resultados de la presente tesis doctoral representan un avance en el conocimiento 

molecular de los distintos momentos del cáncer de mama tratado con NAC desde el 

tumor primario a la recaída a distancia. Los modelos predictivos de pCR, así como las 

moléculas que definen diferencialmente a la RD y a la metástasis son la base para la 

implementación de la medicina de precisión y el descubrimiento de nuevas dianas 

terapéuticas a la resistencia en esta enfermedad de alta prevalencia, y cuya recaída 

implica el 90% de las muertes relacionadas con ella.   
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7. Conclusions 
 

The more we know, the more we realize there is to know. 

Jennifer Doudna 
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The results of this research work have allowed the global characterization of the changes 

at the level of gene expression of a series of genes closely related to the tumor process 

after treatment with NAC. In addition, we have obtained very specific results in terms of 

predicting the response to treatment at the onset of the disease. The main conclusions 

of this Doctoral Thesis are the following: 

1. A predictive signature has been identified based on the biological differences 

found between patients who obtain pCR and those who do not, independent of 

the subtype, and which improves the current prediction tools. This improvement 

in the identification of responding versus non-responding patients is more 

notable in ER+ patients; this is especially relevant because these are the patients 

who least respond to NAC and therefore those who would benefit the most from 

a more specific discrimination. 

2. There is a spectrum of biological differences at the level of gene expression 

between the primary tumor and the residual disease that encompass the function 

of many types of genes. Among them, the role of the expression of the proto-

oncogene FOS and the membrane receptors NR4A1 and NR4A3, which are 

important in the regulation of proliferation and apoptotic processes, seems 

particularly important for defining the resistance to NAC. 

3. The relationship that we have delineated between the primary tumor, the residual 

disease after the treatment and the first metastatic niche, shows a series of 

alterations that characterize the tumor evolution after NAC. An inactivation of 

the gene expression of the IFNA17, GRIN1, FOS, NRA41, and WNT16 genes is 

shown in the primary tumor compared with residual disease and metastatic 

disease, where they are more expressed. The overexpression of these genes in 

RD could provide a panel of new markers worth to be further investigated in 

order to propose new therapeutic targets in residual disease once treatment with 

NAC has not been effective. Regarding the metastasis stage, our results propose 

four DE genes between metastasis, residual disease and primary tumor: LAMB4 

and NPM2 as DE genes with higher expression only in metastasis, CAMK2B as a 

gene that is negatively selected after NAC in residual disease but which recovers 
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its activity in the metastatic tumor, and WNT16 as a possible marker of 

unfavorable evolution of the tumor after NAC. 

 

The results of this Doctoral Thesis represent an advance in the molecular knowledge of 

the different moments of breast cancer treated with NAC from the primary tumor to the 

distant relapse. The predictive models of pCR, as well as the molecules that differentially 

define RD and metastasis are the basis for the implementation of precision medicine and 

the discovery of new therapeutic targets for resistance in this highly prevalent disease, 

whose relapse involves 90% of deaths related to it. 
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