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ctDNA DNA tumoral circulante (del inglés, circulating tumor DNA) 
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dPCR PCR digital (del inglés, digital PCR) 

ddPCR PCR digital en gotas (del inglés, digital droplet PCR) 

FDA Administración de Alimentos y Medicamentos (del inglés, Food and Drug Administration) 

Flare Llamarada 
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Heatmap Mapa de calor 

HER2 Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico (del inglés, human epidermal growth factor 

receptor 2) 

KMT2D Histona-lisina N-methyltransferasa 2D (del inglés, histone-lysine N-methyltransferase 2D) 

Hot spot Punto caliente 

IC Intervalo de confianza 
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ISH Hibridación in situ (del inglés, in situ hybridization) 

LFTs Test de función hepática (del inglés, liver function test) 

LHRH Hormona liberadora de la hormona luteinizante (del inglés, luteinizing hormone-releasing 

hormone) 

MAPKs Proteínas quinasas activadas por mitógenos (del inglés, mitogen-activated protein kinases) 

Microarray Chip de DNA o RNA 

miRNA Micro RNA 

mRNA Ácido ribonucleico mensajero (del inglés, messenger ribonucleic acid) 

mTOR Diana de rapamicina de mamífero (del inglés, mammalian target of rapamycin) 

mVAF VAF media 

mVAFR media de la ratio de las VAF 

mVAFR_log Logaritmo de la media de la VAFR 

NCCN National Comprehensive Cancer Network 

NGS Secuenciación de nueva generación (del inglés, next generation sequencing) 

NOS No especificado de otra forma (del inglés, not otherwise specified) 

p p-valor 

PARP Poli ADP ribosa polimerasas (del inglés, poly (ADP-ribose) polymerases) 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction) 

PD Progresión de enfermedad (del inglés, progressive disease) 

PD-L1 Ligando 1 de muerte programada (del inglés, programmed death-ligand 1) 

PI3K Fosfoinositol 3-quinasa (del inglés, phosphatidylinositol 3-Kinase) 

PIK3CA Subunidad catalítica alfa p110 de PI3K (del inglés, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-

kinase catalytic subunit alpha) 
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RP Receptor de progesterona 

RTK Receptor tirosina quinasa (del inglés, receptor tyrosine kinase) 

RT-qPCR PCR cuantitativa a tiempo real (del inglés, real time quantitative PCR) 

SD Enfermedad estable (del inglés, stable disease) 
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SERDs Degradadores selectivos del receptor de estrógeno (del inglés, selective estrogen receptor 

degraders or downregulators). 
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TCGA Atlas del genoma humano del cáncer (del inglés, The Cancer Genome Atlas) 
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INTRODUCCIÓN 

 

1. Generalidades del cáncer de mama 

 

1.1. Epidemiología 

 

Desde el año 2020 el cáncer de mama es el carcinoma más frecuente en el mundo al superar al cáncer 

de pulmón. Se estima que ese año se diagnosticaron cerca de 2.3 millones de nuevos casos de cáncer 

de mama en todo el mundo, lo que supone el 11.7% del global de nuevos diagnósticos de cáncer 

considerando ambos sexos y el 24.5% en mujeres (figura 1) (1). Estas estimaciones no tienen en 

cuenta el impacto de la enfermedad por coronavirus durante 2019, ya que se basan en 

extrapolaciones de datos sobre el cáncer recopilados en años anteriores a la pandemia. 

 

 
Figura 1. Distribución de los tumores más frecuentemente diagnosticados en el mundo. Estimación 
para 2020 en ambos sexos a la izquierda y en mujeres a la derecha. Fuente: GLOBOCAN 2020 (1). 
 

En 2020 el cáncer de mama fue la primera causa de muerte por cáncer en la mujer a nivel mundial, 

con casi 685 000 fallecimientos estimados (15.5% de todas las muertes por cáncer) y la quinta causa 

de muerte por cáncer en ambos sexos (6.9% de todas las muertes por cáncer) (figura 2) (1). 
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Figura 2. Estimación del número de fallecimientos por tumores en el mundo en 2020, ambos sexos 
a la izquierda y en mujeres a la derecha. Fuente: GLOBOCAN 2020 (1). 
 

Las tasas de incidencia de cáncer de mama son un 88% más altas en los países desarrollados que en 

los países en vías de desarrollo (55.9 y 29.7 por 100 000 habitantes y año, respectivamente), con las 

mayores tasas (>80 por 100 000) en Australia/Nueva Zelanda, Europa Occidental, Norteamérica y el 

norte de Europa y las tasas más bajas en algunas regiones de Asia y África. Sin embargo, las mujeres 

que viven en países en vías de desarrollo tienen tasas de mortalidad un 17% más altas en 

comparación con las mujeres en países en desarrollados (15.0 y 12.8 por 100 000, respectivamente) 

(figura 3) (1). En España se estima que el cáncer de mama será el cáncer más frecuente diagnosticado 

en las mujeres en 2021 y el tercero considerando ambos sexos, solo por detrás del cáncer colorrectal 

y el de próstata, con 33 764 casos totales incidentes estimados (figura 4) y que producirá 6621 

muertes (2).  
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Figura 3. Tasas de incidencia y mortalidad específica de cáncer de mama por región mundial, 
estandarizadas por edad, en 2020. Fuente: GLOBOCAN 2020 (1). 
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Figura 4. Número estimado de casos de cáncer incidentes por grandes grupos de edad (0-44, 45-64 
y más de 65 años) y por tipo de cáncer en mujeres en España en 2021. Fuente: Red Española de 
Registros de Cáncer (2). 
 

Las elevadas tasas de incidencia en países con mayor índice de desarrollo humano reflejan una 

prevalencia más alta y prolongada de factores de riesgo hormonales (edad temprana en la 

menarquia, edad avanzada al primer nacimiento, menor número de hijos, menor frecuencia de 

lactancia materna, empleo de terapia hormonal sustitutiva postmenopáusica o de anticonceptivos 

orales) y de factores de riesgo relacionados con el estilo de vida (ingesta de alcohol, exceso de peso 

corporal, inactividad física), así como un aumento de detección mediante exámenes mamográficos 

de cribado y oportunistas (3,4).  

En términos de prevalencia, el cáncer de mama es el cáncer más prevalente a nivel mundial en 

mujeres, con una prevalencia estimada a 5 años (personas diagnosticadas en los últimos 5 años y 

todavía vivas con o sin la enfermedad) de casi 8 millones de mujeres en 2020 en todo el mundo (5). 

En los países occidentales la prevalencia está aumentando debido tanto al aumento de la incidencia 

como a las mejoras terapéuticas que han conseguido un descenso en la mortalidad en los últimos 

años (6).  
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1.2 Diagnóstico y estadificación inicial 
 

Para realizar un correcto diagnóstico y estadificación del cáncer de mama debe realizarse una 

exploración clínica completa junto con pruebas de imagen y confirmación anatomopatológica. Las 

pruebas de imagen incluyen una mamografía bilateral y ecografía mamaria y axilar. La resonancia 

magnética es la prueba de imagen más sensible pero su empleo no es obligatorio en todos los casos. 

Se recomienda sobre todo en pacientes con ganglios axilares positivos y cáncer de mama con 

primario oculto, carcinoma lobulillar, mamas densas, enfermedad de Paget del pezón, grandes 

diferencias entre la palpación y las pruebas de imagen convencionales, historia familiar de cáncer de 

mama hereditario, previo al inicio de un tratamiento sistémico neoadyuvante y ante la sospecha de 

multifocalidad/multicentricidad (7–9). 

 

Además del estudio por imagen es necesaria una evaluación anatomopatológica del tumor primario 

mediante la realización de una biopsia con aguja gruesa, así como una valoración de los ganglios si 

hay sospecha de que se encuentren afectados mediante punción aspirativa con aguja fina o biopsia 

con aguja gruesa (7–9). 

 

El diagnóstico patológico se realiza de acuerdo con la Clasificación de la Organización Mundial de la 

Salud (World Health Organization [WHO] Classification) (10). Los dos subtipos histológicos de 

carcinoma infiltrante de mama más frecuentes son el carcinoma ductal (actualmente denominado 

NOS [not otherwise specified]), que supone el 70-75% de todos los casos y el carcinoma lobulillar (12-

15%). Existen otros 18 subtipos que presentan rasgos morfológicos específicos y son mucho menos 

frecuentes (suponen del 0.5 al 5% del total) (10).  

 

El informe patológico debe incluir la histología del tumor, el grado de diferenciación, la presencia o 

ausencia de carcinoma in situ y la evaluación por inmunohistoquímica del receptor de estrógenos 

(RE), del receptor de progesterona (RP) y del HER2, imprescindible para realizar una clasificación 

inmunohistoquímica de los carcinomas infiltrantes de mama con implicaciones terapéuticas (7–

9,11). La valoración del estado del HER2 puede realizarse directamente mediante el estudio de la 

amplificación del gen HER2 con técnicas de hibridación in situ (in situ hybridization [ISH]), 

remplazando a las técnicas inmunohistoquímicas, o bien pueden determinarse por técnicas de ISH 

solo en los casos en los que la tinción  inmunohistoquímica es equívoca (12). El estudio del receptor 

HER2 debe llevarse a cabo de acuerdo con las guías de la Sociedad Americana de Oncología Clínica 

(American Society of Clinical Oncology [ASCO]) y el Colegio Americano de Patólogos (College of 

American Pathologists [CAP]) (12). El HER2 se define como positivo por inmunohistoquímica (3+) 

cuando más del 10% de las células presenta tinción completa e intensa de la membrana, y por ISH si 

el número de copias del gen HER2 es ≥6, o la ratio HER2/chromosome enumeration probe 17 (CEP17) 
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es ≥2 y las copias de HER2 ≥4 (12). Cuando la tinción inmunohistoquímica es completa pero 

moderada o débil en más del 10% de las células se considera que la tinción es equívoca (2+) y debe 

confirmarse la positividad mediante técnicas de ISH. La tinción se considera negativa cuando existe 

más del 10% de las células teñidas pero con intensidad débil o moderada e incompleta (1+) y también 

cuando menos del 10% de las células presentan tinción (0) (12).  

 

Además del análisis de los tres receptores (RE, RP y HER2) se recomienda realizar un estudio 

inmunohistoquímico de marcadores de proliferación como el índice proliferativo medido por Ki67 

que proporciona información clínica útil, especialmente si los valores son bajos o altos, y del grado 

histológico (grado I o bajo, II o medio y III o alto grado) (10,11,13,14). 

 

El estudio inmunohistoquímico de los linfocitos infiltrantes de tumor (tumor infiltrating lymphocytes 

[TILs]) puede ser utilizado como marcador pronóstico y predictivo de respuesta en algunos subtipos 

tumorales, como en los tumores triple negativo, por lo que las guías de Consenso de St. Gallen 

recomiendan la determinación rutinaria en este subtipo (15). 

 

La estadificación del cáncer de mama se realiza de acuerdo con la octava edición del sistema de 

estadificación de tumores, ganglios y metástasis (TNM) de la AJCC (American Joint Committee on 

Cancer) (tablas 1 y 2) (16).  

 

Tabla 1. Clasificación clínica de la estadificación del cáncer de mama (8ª revisión del TNM) (16).  
 

Tumor primario (T) 

TX: Tumor primario no localizable 

T0: No evidencia de tumor primario 

Tis: Carcinoma in situ (carcinoma ductal in situ (CDIS) o enfermedad de Paget del pezón) 

T1: Tumor ≤2 cm en el diámetro mayor 

T1mic (Microinvasión): Tumor ≤ 0.1 cm en el diámetro mayor  

T1a: Tumor > 0.1 cm y ≤ 0.5 cm en el diámetro mayor 

T1b: Tumor > 0.5 cm y ≤ 1 cm en el diámetro mayor 

T1c: Tumor > 1 cm y ≤ 2 cm en el diámetro mayor 

T2: Tumor > 2 cm y ≤5 cm en el diámetro mayor  

T3: Tumor > 5 cm en el diámetro mayor 

T4: Tumor de cualquier tamaño que invada directamente la pared torácica y/o la piel (ulceración 

o nódulos cutáneos)  

T4a: Extensión a la pared torácica (no incluye la invasión exclusiva del músculo pectoral)  

T4b: Ulceración, nódulos satélites cutáneos o edema de piel (incluyendo piel de naranja) 
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T4c: Presencia simultánea de T4a y T4b 

T4d: Carcinoma inflamatorio 

Ganglios linfáticos regionales (N) 

NX: Ganglios linfáticos regionales no evaluables (p.ej. resecados previamente)  

N0: No se detectan metástasis en los ganglios linfáticos regionales 

N1: Metástasis en ganglios linfáticos axilares ipsilaterales en niveles II y II, móviles 

N2: Metástasis en ganglios axilares linfáticos ipsilaterales en niveles I y II, fijos o indurados; 

o en ganglios linfáticos ipsilaterales en la cadena mamaria interna clínicamente 

detectables sin afectación de ganglios linfáticos axilares clínicamente evidentes 

N2a: Metástasis en ganglios linfáticos axilares tumefactos o fijos a otras 

estructuras 

N2b: Metástasis en ganglios linfáticos ipsilaterales en la cadena mamaria interna 

sin afectación de ganglios linfáticos axilares clínicamente evidentes  

N3: Metástasis en ganglios linfáticos ipsilaterales infraclaviculares (nivel III axilar) con o 

sin metástasis en ganglios linfáticos en nivel I y II axilar; o ganglios linfáticos en cadena 

mamaria interna detectados clínicamente con afectación de ganglios linfáticos axilares 

clínicamente evidentes en niveles I y II; o metástasis en ganglios linfáticos 

supraclaviculares ipsilaterales con o sin afectación de ganglios linfáticos axilares o en la 

cadena mamaria interna 

N3a: Metástasis en ganglios linfáticos infraclaviculares   

N3b: Metástasis en ganglios axilares de la cadena mamaria interna  

N3c: Metástasis en ganglios linfáticos supraclaviculares  

Metástasis a distancia (M) 

M0: No metástasis a distancia 

M1: Metástasis a distancia 

 
Tabla 2. Estadios según la clasificación TNM (8ª revisión) (16). 

Estadio 0: Tis N0 M0 

Estadio IA: T1 N0 M0 

Estadio IB: T0-1 N1mic M0 

Estadio IIA: T0-1 N1 M0; T2 N0 M0 

Estadio IIB: T2 N1 M0; T3 N0 M0 

Estadio IIIA: T0-3 N2 M0; T3 N1-2 

Estadio IIIB: T4 N0-2 M0 

Estadio IIIC: Cualquier T N3 M0 

Estadio IV: Cualquier T Cualquier N M1 
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En el momento del diagnóstico aproximadamente el 63% de las pacientes presenta un estadio 

localizado, el 30% presenta afectación loco-regional y el 6%, enfermedad a distancia (figura 5) (17).  

 

 
Figura 5. Porcentaje de casos por estadio al diagnóstico. Fuente: SEER 18 2010–2016 (18). 
 
 

Dado el bajo riesgo de que la enfermedad sea metastásica al diagnóstico el estudio de extensión con 

TAC de tórax y abdomen y gammagrafía ósea y/o PET/TAC solo se recomienda, en general, en los 

casos con afectación ganglionar inicial o ante presencia de síntomas o alteraciones analíticas 

sospechosas (8). 

 

1.3 Subtipos inmunohistoquímicos 

 

El cáncer de mama es una enfermedad clínica y biológicamente heterogénea, su caracterización 

molecular está basada en la positividad o negatividad de los receptores hormonales, RE y RP, y del 

receptor HER2, que es utilizada actualmente para guiar el planteamiento terapéutico. Estos tres 

biomarcadores son pronósticos y predictivos de respuesta a las distintas terapias sistémicas, tanto 

en enfermedad localizada como metastásica (19,20). En función de su expresión el cáncer de mama 

puede dividirse en 3 grandes subtipos, tumores con receptor hormonal (RH) positivo y HER2 negativo 

(70% de las pacientes), tumores HER2 positivos, independientemente de la presencia o no de RH (15-

20%) y tumores triple negativo, que presentan negatividad para la tinción de los tres receptores 

(15%) (21). 

 

La presencia de RH es un marcador de buen pronóstico y predice un claro beneficio al tratamiento 

endocrino (19). La sobreexpresión o amplificación del receptor de HER2 se asocia a mayor 

agresividad y peor pronóstico sin tratamiento sistémico específico, pero gracias a la introducción de 

tratamientos anti-HER2 la supervivencia de las pacientes con de este subtipo tumoral se ha 

incrementado notoriamente (22). Los tumores triple negativo constituyen el subtipo de peor 
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pronóstico y presentan un alto riesgo de recaída en los primeros 3-5 años del diagnóstico en los 

estadios localizados (23).  

 

En la enfermedad metastásica la mediana de supervivencia para los tumores RH positivo y HER2 

negativo y para los HER2 positivo es de aproximadamente 5 años, mientras que se sitúa alrededor 

de un año para la enfermedad triple negativa (24–28). 

 

1.4 Subtipos intrínsecos y caracterización molecular 

 

Se ha observado que la heterogeneidad y complejidad biológica del cáncer de mama no queda 

completamente recogida por la clasificación en subtipos inmunohistoquímicos ni por el resto de las 

características clínicas (tamaño tumoral, afectación ganglionar, grado, etc.), de manera que dos 

tumores con características clínico-patológicas similares pueden presentar muy diferente pronóstico 

y distinta respuesta a un mismo tratamiento. A pesar de ello, los factores clínico-patológicos siguen 

empleándose actualmente como guía para la selección terapéutica (p.ej., para la selección de 

tratamiento endocrino o terapia anti-HER2). 

 

Sin embargo, desde el año 2000, los estudios iniciados por Charles M. Perou basados en el análisis 

de expresión génica tumoral (mRNA) han permitido una mayor comprensión biológica de este 

complejo escenario. La utilización de microarrays de DNA complementario en tejido tumoral 

congelado permitió la identificación de 4 subtipos moleculares "intrínsecos" de cáncer de mama 

(luminal A, luminal B, HER2-enriched y basal-like) y el grupo normal-like mediante el análisis 

jerárquico de agrupamiento (o de clusters en inglés) (figura 6) (29,30).  

 

Los subtipos luminales A y B se distinguen en gran medida de los subtipos no luminales (HER2-

enriched y basal-like) por la mayor expresión de vías dependientes de la regulación hormonal (p.ej. 

mayor expresión de ESR1 [gen que codifica el RE], GATA3 o FOXA1). A su vez, el subtipo luminal B 

frente al luminal A presenta una mayor expresión de genes relacionados con la proliferación o el ciclo 

celular (p.ej., MKI67 y AURKA) y no tan alta expresión de genes hormonales. El subtipo HER2-

enriched se caracteriza por una alta expresión de genes regulados por HER2 (p. ej., ERBB2, GRB7 y 

FGFR4) y genes relacionados con la progresión del ciclo celular junto con una expresión intermedia 

de genes asociados con las características luminales y baja expresión de genes basales (p.ej. KRT5 y 

FOXC1). El subtipo basal-like se caracteriza por la alta expresión de genes proliferativos y basales, 

expresión intermedia de genes relacionados con HER2 y muy baja expresión de genes luminales. El 

subtipo normal-like se caracteriza por la alta expresión de genes típicos de células epiteliales y 

adiposas y baja expresión de genes característicos de células epiteliales luminales (figura 6) (31,32). 
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Estos subgrupos tumorales, conocidos como los "subtipos intrínsecos de cáncer de mama",  han 

revelado diferencias críticas en incidencia, supervivencia y respuesta a tratamientos que amplían y 

complementan la información proporcionada por los marcadores clínico-patológicos clásicos 

previamente descritos (figura 7) (29,31–37).  

 

 

Figura 6. Dendrograma que muestra el análisis de cluster jerarquizado con la identificación de los 4 
subtipos intrínsecos de cáncer de mama y el grupo normal-like, y el heatmap donde se observa la 
expresión relativa de los distintos genes (filas) para cada muestra tumoral (columnas). El rojo 
representa alta expresión del gen y el verde, baja. Imagen adaptada de Sorlie et al. (30).  
 

Con la evolución de los estudios genómicos probablemente se desarrollarán nuevas 

subclasificaciones de los tumores de mama en entidades moleculares adicionales, como ha sucedido 

con el subtipo claudin-low (bajo en claudina), identificado hace unos años. Este nuevo subtipo 
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identifica tumores triple negativo que presentan típicamente diferenciación metaplásica y medular 

y propiedades biológicas de células iniciadoras de tumores (35,38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Probabilidad de recaída a distancia según el subtipo intrínseco en una cohorte de 710 
pacientes con cáncer de mama localizado, sin ganglios afectados y sin tratamiento adyuvante 
sistémico. Imagen obtenida de Bernard et al. (31).  
 

El estudio del Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA, del inglés, The Cancer Genome Atlas) ha puesto 

de manifiesto la importancia de la caracterización del cáncer de mama en los mencionados subtipos  

con cerca de 500 tumores primarios de mama extensamente estudiados a nivel de DNA (metilación, 

variaciones del número de copias (en inglés, copy number variations [CNV]), mutaciones somáticas 

y germinales), RNA (miRNA y expresión de RNA) y proteínas (tabla 1) (39). En este estudio el análisis 

de cluster mostró la presencia de 4 entidades principales de cáncer de mama que estaban muy bien 

recapituladas por los 4 subtipos intrínsecos principales, tal como quedan definidas solo por la 

expresión del mRNA (figura 8). En conjunto estos resultados sugieren que los subtipos intrínsecos 

capturan gran parte de la diversidad biológica que ocurre en el cáncer de mama (39).  
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Tabla 1. Resumen de las principales características genómicas y proteómicas en los 4 subtipos 
intrínsecos en el estudio del TCGA. Tabla obtenida de The Cancer Genome Atlas Network (39).  

*Porcentajes basados en 466 tumores. 

DNA, deoxyribonucleic acid; ER, estrogen receptor; HER2E, human epidermal growth factor receptor 
2-enriched; mRNA, messenger ribonucleic acid; TNBC, triple negative breast cancer.  
 

Figura 8. Genes significativamente mutados en cáncer de mama en función del subtipo intrínseco y 
correlación con características genómicas y clínicas. Imagen obtenida de The Cancer Genome Atlas 
Network (39).  
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En el estudio del TCGA se observó que a nivel de DNA los tumores con subtipo luminal A son los que 

muestran un menor número de mutaciones en el genoma y los HER2-enriched y basal-like, los que 

más. Los tumores luminales se caracterizan por presentar alta frecuencia de mutaciones en PIK3CA, 

superior en los luminales A que en los B (45% frente a 29%) y alteraciones de genes implicados en el 

ciclo celular, como amplificación de la ciclina D1 (CCND1) o de la quinasa dependiente de ciclina 4 

(CDK4), ambos eventos algo más habituales en los luminales B que en los A (58% frente a 29%, y 25% 

frente a 14%, respectivamente). En comparación con los luminales B, los luminales A presentan en 

general menor número de CNV, menor frecuencia de mutaciones en TP53 (12% frente a 29%), más 

mutaciones en MAP3K1 (13% frente a 5%) y similar frecuencia de mutaciones en GATA3 (14% frente 

a 15%). Los tumores luminales característicamente retienen la funcionalidad de retinoblastoma 

(RB1), lo que tiene implicaciones terapéuticas. En contraposición, RB1 se encuentra mutado o se 

pierde hasta en el 20% de tumores basal-like (39).  

El subtipo basal-like es el segundo en cuanto al número de mutaciones en el genoma, se encuentra 

con frecuencia hipometilado y presenta mutaciones en TP53 hasta en el 80% de los casos, con menor 

frecuencia de mutaciones en PIK3CA que el resto de los subtipos (9%). La 

amplificación/sobreexpresión de HER2 aparece entre el 2-17% de los tumores basal-like (39). 

Finalmente, el subtipo HER2-enriched se caracteriza por presentar la más alta proporción de 

mutaciones a lo largo del genoma y un patrón híbrido con alta frecuencia de mutaciones en TP53 

(72%) y también en PIK3CA (39%). Por otro lado, los tumores HER2-enriched presentan una alta 

frecuencia de mutaciones asociadas con APOBEC3B. APOBEC3B es un subtipo de citidina deaminasa 

que convierte la citosina en uracilo y que se ha implicado como el origen de mutaciones en 

numerosos cánceres (40–42).  

En 2009 Parker et al. desarrollaron un test predictor del subtipo intrínseco para ser aplicado 

clínicamente denominado PAM50 que, utilizando RT-qPCR primero, y luego la plataforma de 

nCounter, desde RNA de tejido parafinado, identifica de manera robusta a los principales subtipos 

intrínsecos mediante la medición cuantitativa de la expresión de 50 genes (figura 9) (31).  
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Figura 9. Análisis de clusters con los 50 genes del test PAM50 que identifica los 4 subtipos intrínsecos. 
Imagen obtenida de Bernard et al. (31). 
 
Actualmente el test PAM50 se realiza utilizando la tecnología nCounter® Analysis System 

(NanoString®, Seattle) y se emplea en la práctica clínica con el nombre comercial de Prosigna®. El 

test Prosigna®, además de informar sobre el subtipo intrínseco tumoral, proporciona el riesgo de 

recaída a distancia a 10 años y se emplea en la práctica clínica para ayudar en la toma de decisiones 

terapéuticas en pacientes con tumores con RH positivo y HER2 negativo en estadios localizados 

(43,44).  

 

Sin embargo, no siempre es posible disponer de esta información en todas las pacientes debido a los 

costes y la accesibilidad, por lo que los subtipos intrínsecos han tratado de ser identificados a través 

de definiciones subrogadas basadas en el estudio patológico rutinario de los receptores hormonales, 

el HER2, el grado y el Ki67 que siempre se encuentran disponibles. 

 

Desde 2011 la Conferencia de Consenso de St. Gallen para la toma de decisiones en el cáncer de 

mama precoz ha establecido unos criterios según los cuales se clasifican los tumores de mama en 4 

grupos subrogados de los 4 subtipos intrínsecos (luminal A-like, luminal B-like, HER2-positivo y triple 

negativo) (tabla 2) (45,46).  
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Tabla 2. Definición subrogada de los subtipos intrínsecos de cáncer de mama. Adaptado del 

Consenso de Expertos de St. Gallen 2013 sobre tratamiento del cáncer de mama precoz (46). 

Subtipo intrínseco Definición clínico-patológica subrogada 

Luminal A “Luminal-A like” 
Debe cumplir todos los siguientes: 

• RE y RP positivos 

• HER2 negativo 

• Ki67 “bajo”a 

• Riesgo de recurrencia “bajo” determinado por plataformas de 
expresión génica (si disponibles) 

Luminal B “Luminal-B like (HER2-negativo)” 

• RE positivo 

• HER2 negativo 

• Y al menos uno:  
o Ki67 “alto”a 
o RP negativo o “bajo”b 
o Riesgo de recurrencia “alto” determinado por plataformas de 

expresión génica (si disponibles) 
 
“Luminal-B like (HER2-positivo)” 

• RE positivo 

• HER2 positivo 

• Cualquier RP 

• Cualquier Ki67 

HER2-enriched “HER2 positive”  

• HER2 positivo 

• RE y RP negativos 

Basal-like “Triple negative” 

• RE y RP negativos 

• HER2 negativo 
a En general se acepta el punto de corte ≥20% para definir “alto”, aunque existe discrepancia y también se ha sugerido 
el punto de corte de 14% en algunos estudios (47). 
b <20% (48). 
 

Sin embargo, aunque existe una relativa concordancia entre los subtipos intrínsecos y los subtipos 

clínico-patológicos definidos por inmunohistoquímica, el solapamiento está lejos de ser perfecto. Por 

ejemplo, se ha observado que alrededor de un 10-20% de los tumores RH positivo y HER2 negativo 

no son luminal A o B por PAM50, sino basal-like o HER2-enriched (tumores no luminales) (figura 10)  

(49,50). Clínicamente, los subtipos RH positivo y HER2 negativo no luminales se asocian con una baja 

sensibilidad endocrina y un mal pronóstico tanto en el contexto temprano como en el metastásico. 

En contraposición, se ha observado que los tumores no luminales son altamente quimio-sensibles y 

consiguen mayores tasas de respuesta completa patológica en los estudios de neoadyuvancia con 

quimioterapia que los tumores luminales (51–53).  
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Figura 10. Distribución por subtipos intrínsecos de tumores de mama localizados, RH positivo y HER2 
negativo (a la izquierda), y RH positivo y HER2 positivo (a la derecha). Imagen obtenida de Cejalvo et 
al. (54). HER2-E; HER2-enriched. 
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2. Biopsia líquida en cáncer de mama  

 

2.1 Generalidades  

 

La biopsia de tejido tumoral es el método estándar para el diagnóstico del cáncer y para el estudio 

molecular que guía las decisiones terapéuticas. Sin embargo, las biopsias no están exentas de 

complicaciones, que pueden suceder hasta en el 15% de los procedimientos, y en un porcentaje no 

despreciable no resultan rentables por la imposibilidad de obtener suficiente material (10-30% de 

los casos) (55,56). En contraposición a la biopsia de tejido, la biopsia líquida, y en concreto el estudio 

del DNA tumoral circulante (ctDNA, del inglés, circulating tumor DNA), ha cobrado especial interés 

como método mínimamente invasivo que complementa, o incluso en algunos casos sustituye, a la 

biopsia tisular (57). 

 

El término biopsia líquida hace referencia al aislamiento de material derivado del tumor (DNA, RNA, 

células tumorales circulantes [CTCs, del inglés, circulating tumor cells] o microvesículas como los 

exosomas) de la sangre y también otros fluidos biológicos como la orina, la saliva, el líquido ascítico, 

pleural o el líquido cefalorraquídeo (figura 11) (58–60). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Fluidos corporales como fuente de información molecular derivada del tumor.  Imagen 
obtenida de Siravenga et al. (58). CTCs, circulating tumor cells; ctDNA, circulating cell-free tumor 
DNA; miRNA, microRNA. 
 
 
El DNA libre circulante (cfDNA, del inglés, cell-free DNA) consiste en pequeños fragmentos de doble 

cadena de DNA de unas 150-200 pares de bases que se encuentran en el plasma (o en los distintos 

fluidos corporales) de individuos sanos y que son liberados al torrente circulatorio a partir de 

apoptosis o necrosis de células, sobre todo hematopoyéticas (61–66). Tras centrifugar la sangre 
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periférica se consigue separar el componente celular y aislar el cfDNA del plasma, que se encuentra 

generalmente en pequeñas cantidades. El cfDNA presenta una vida media muy corta, de menos de 

2 horas, debido a su rápido aclaramiento hepático y renal, y sus niveles pueden aumentar en 

determinadas situaciones, como tras el ejercicio, la inflamación o el daño tisular y, también en 

pacientes con cáncer (67–70).  

 

El ctDNA es la fracción de cfDNA que deriva de tejido tumoral. La presencia de ctDNA en plasma es 

muy frecuente en pacientes con tumores sólidos, sobre todo en situación metastásica, aunque la 

proporción sobre el total de cfDNA puede ser muy variable entre los distintos tumores e incluso de 

un paciente a otro con el mismo tipo tumoral, desde frecuencias inferiores al 0.1% hasta mayores 

del 90% (figura 12) (67,71). La cantidad de ctDNA detectada refleja no solo la carga tumoral, sino 

también otros parámetros como la biología tumoral o la capacidad de replicación, por lo que tiene 

un importante papel pronóstico (63,71–77). En cáncer de mama metastásico la frecuencia de 

detección de ctDNA se sitúa en alrededor del 90% en estudios realizados con diferentes paneles de 

secuenciación dirigida a genes frecuentemente mutados en cáncer (figura 12) (71,78,79).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Fracción de pacientes con cáncer metastásico que presenta ctDNA detectable según el 
tipo tumoral en un estudio que incluía 136 pacientes y 14 tipos tumorales analizados mediante un 
panel de secuenciación de 100 genes. Imagen obtenida de Bettegowda et al. (71). 
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Gracias a la presencia de alteraciones en el ctDNA como mutaciones, reordenamientos, CNV o 

cambios en la metilación es posible identificar la fracción que corresponde al ctDNA ya que estas 

alteraciones son específicas del tumor y no están presentes en el resto del cfDNA derivado de células 

sanas (figura 13). La frecuencia con la que estas alteraciones son detectadas se conoce como 

frecuencia de las variantes alélicas (VAF, del inglés, variant allele frequency) y equivale al porcentaje 

de las variantes alélicas sobre el total de la variantes alélicas con y sin alteración (57). 

 

Actualmente se utilizan dos estrategias principales para estudiar el material genómico tumoral a 

partir del ctDNA (80,81). Por un lado, disponemos de técnicas basadas en la detección de una o varias 

mutaciones encontradas previamente en el tejido tumoral primario. Estas técnicas incluyen métodos 

basados en PCR cuantitativa (qPCR, del inglés quantitative PCR), así como métodos digitales basados 

en PCR, como ddPCR (del inglés, digital droplet PCR) o BEAMing (del inglés, beads, emulsion, 

amplification, magnetics) (figura 13), entre otros (57,80,81). Esta estrategia tiene la principal 

desventaja de necesitar información del tumor primario, ya que se buscan mutaciones conocidas a 

priori y además solo pueden rastrearse un número limitado de ellas (aunque es posible realizar un 

ensayo de multiplexación). Sin embargo, la especificidad y sensibilidad son muy altas, con capacidad 

de detección de hasta fracciones menores al 0.01% sobre el total de cfDNA, además de ser una 

estrategia rápida y rentable (80–83). 

 

La segunda estrategia es la denominada secuenciación de nueva generación (NGS, del inglés, next 

generation sequencing) que permite la detección de múltiples alteraciones genéticas en una sola 

muestra, pero con menor sensibilidad que las técnicas basadas en PCR (figura 13) (57,80–82). Las 

técnicas de NGS realizan una exploración no dirigida que puede analizar desde todo el genoma para 

detectar alteraciones mediante la secuenciación del genoma completo (WGS, del inglés, whole-

genome sequencing), secuenciar solo el exoma (WES, del inglés, whole-exome sequencing) o bien 

realizar una secuenciación dirigida de un panel limitado de genes, lo que aumenta la sensibilidad. 

Esta es la estrategia que utiliza, por ejemplo, Guardant Health con su panel de secuenciación dirigida 

Guardant360® donde se secuencian completamente todos los exones o los exones críticos de 74 

genes relevantes en tumores sólidos (tabla 3). La NGS puede utilizar PCR o estar basada en capturas 

para la lectura de fragmentos cortos (alrededor de 150 pares de bases). La NGS está limitada por la 

alta cantidad de falsos positivos debido a la alta tasa de error de la DNA polimerasa y la reacción de 

secuenciación, por lo que se han implementado métodos como el “barcoding” que realiza una 

secuenciación previa con códigos de barras, y estrategias bioinformáticas posteriores a la 

secuenciación para la supresión de estos errores. Para obtener una alta sensibilidad se utilizan estos 

códigos de barras de DNA, que son moléculas de DNA iniciales con 10-12 bases aleatorias, de manera 

que el código de barras se amplifica y secuencia junto con el DNA. Así, si se encuentra una alteración 
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y está presente en todas las secuencias de un mismo paciente con el mismo código de barras, se 

considerará una alteración real, mientras que si solo se encuentra en una de las secuencias se 

considerará como un fallo de la secuenciación (figura 13) (57,80,84–87). 

 

 

Figura 13. Aislamiento y análisis de ctDNA. Arriba a la derecha se muestra la sensibilidad de las 
diferentes técnicas y abajo a la derecha, la estrategia de barcoding para disminuir errores 
introducidos por la polimerasa y aumentar los límites de detección de la NGS. Imagen obtenida de 
Corcoran et al. (57). 
 
Tabla 3. Panel de secuenciación dirigida Guardant360® con los genes y alteraciones analizados (88). 

†Incluye la región promotora de TERT. 
 En negrita los genes que recomiendan estudiar las guías de cáncer pulmón de célula no pequeña. 
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Es importante señalar que la elección entre las diferentes técnicas de detección de ctDNA variará en 

función del objetivo clínico que se disponga ya que en general las técnicas presentan una relación 

inversa entre la amplitud de cobertura de nucleótidos y la sensibilidad (figura 13) (57,82). Si la 

finalidad del estudio es detectar enfermedad mínima residual o valorar una recaída tras el 

tratamiento de la enfermedad localizada se puede seguir evolutivamente en plasma la presencia de 

una mutación concreta detectada previamente en el tumor primario mediante métodos altamente 

sensibles, como aquellos basados en PCR. Para detectar la aparición de determinadas mutaciones de 

resistencia conocidas, como la T190M de EGFR, que suele aparecer inicialmente como una mutación 

subclonal, a baja frecuencia, serán también necesarias técnicas con alta sensibilidad. Si el objetivo 

es, por ejemplo, la caracterización molecular, más que determinar la presencia de una mutación 

concreta, interesará una técnica capaz de detectar mayor número de alteraciones, como las basadas 

en NGS. 

 

2.2 Aplicaciones clínicas  
 

El análisis del ctDNA en plasma se ha convertido en una herramienta de gran valor ya que presenta 

la ventaja de ser un método mínimamente invasivo que permite caracterizar molecularmente 

tumores poco accesibles a una biopsia, realizar una monitorización seriada en el tiempo sin los 

riesgos y complicaciones que conlleva la biopsia de tejido y, además, capturar mejor la 

heterogeneidad molecular derivada de distintas poblaciones clonales, en comparación con la biopsia 

de una sola lesión (57).  

 

La caracterización molecular del tumor es una de las aplicaciones más relevantes del análisis de 

ctDNA que permite la elección de un tratamiento dirigido, sobre todo en los casos donde la biopsia 

no consigue material suficiente, o cuando se desea repetir el estudio de forma seriada en el tiempo, 

para evitar la repetición de biopsias invasivas (89).  

 

Una cuestión importante es la capacidad del ctDNA de reproducir el perfil mutacional derivado de 

una biopsia tumoral que es la prueba estándar actualmente. Algunos estudios iniciales basados en 

un escaso número de pacientes sugirieron baja concordancia entre las alteraciones de DNA 

detectadas en tumor y en el plasma de un mismo paciente, sin embargo, la validez de estos estudios 

estaba limitada por la recogida de ambas muestras en distintos momentos temporales o por la 

recogida de plasma en momentos subóptimos para la detección de ctDNA, como, por ejemplo, 

durante el curso del tratamiento (90,91). Estudios recientes y con mayor número de pacientes en los 

que estas cuestiones se han tenido en cuenta muestran unas tasas de concordancia del 80-90% entre 

el plasma y el tejido en muestras obtenidas simultáneamente (78,92,93).  
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Por otro lado, el estudio de ctDNA en plasma permite la detección precoz de alteraciones 

moleculares que producen resistencias a los tratamientos. La resistencia adquirida se caracteriza por 

un sobrecrecimiento de diferentes subclones resistentes en un mismo paciente (94–96). Estos 

subclones resistentes pueden coexistir en la misma lesión o aparecer en distintas metástasis de la 

economía del paciente, lo que se conoce como heterogeneidad tumoral. La heterogeneidad tumoral 

puede ser tanto temporal (nuevas mutaciones que aparecen a lo largo de la evolución), como 

espacial (el tumor primario y las diferentes lesiones metastásicas no presentan siempre las mismas 

alteraciones). Esta heterogeneidad no queda recogida si se analiza una sola lesión de tejido 

metastásico en un único momento temporal (97–99). Un estudio que refleja bien esta situación es el 

estudio plasmaMATCH, un ensayo fase II, abierto, no aleatorizado, multicéntrico, que analizó la 

precisión del ctDNA y su capacidad para seleccionar una terapia dirigida en 1051 pacientes con 

cáncer de mama metastásico, y que detectó una correlación entre la PCR de tejido y la PCR en sangre 

del 98% cuando las muestras eran contemporáneas pero que descendía al 85% en muestras de 

momentos temporales discordantes (figura 14) (100). En este estudio las mutaciones en ESR1 

presentaron los acuerdos más bajos precisamente porque ESR1 es un gen en el que aparecen 

mutaciones de forma habitual tras el tratamiento endocrino (de hasta un 30% en pacientes tras 

tratamiento frente a menos del 5% en pacientes no tratadas), por lo que esta información se pierde 

si se analizan solo las mutaciones presentes en el tumor primario o en tejido metastásico recogido 

en un momento muy anterior al actual (42,100–103).  

 

 

Figura 14. Acuerdo entre los resultados del análisis de ctDNA mediante PCR digital y secuenciación 
de tejido en el estudio plasmaMATCH. A la izquierda se muestran todas las muestras pareadas, en el 
centro, las muestras de ctDNA y tejido contemporáneas, y a la derecha, las muestras discordantes 
en el tiempo con obtención de tejido ≥60 días antes de la extracción de plasma. Imagen obtenida de 
Turner et al. (100). 
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Entre otras posibles aplicaciones clínicas del estudio del ctDNA (figura 15) se encuentra el diagnóstico 

precoz de cáncer en pacientes sin enfermedad clínica evidente. Existen estudios que han detectado 

mutaciones en plasma y saliva hasta 2 años antes del diagnóstico tumoral (104,105). La detección 

precoz podría permitir iniciar un tratamiento con intención curativa de manera temprana con la 

intención de mejorar el pronóstico de los pacientes (89). De forma global en los distintos tumores en 

estadio IV se detecta ctDNA en alrededor del 82% de los pacientes, pero esta cifra disminuye a 

aproximadamente el 50% en estadios I, aunque esto es muy variable según el tipo tumoral (71,86). 

La progresiva mejoría de la sensibilidad de las técnicas podría llegar a permitir la implementación de 

una estrategia de cribado a nivel poblacional en individuos asintomáticos, sin embargo, existe 

todavía un elevado riesgo de sobrediagnóstico y falsos positivos, ya que se han observado 

alteraciones genómicas en individuos aparentemente sanos sin que se haya desarrollado 

posteriormente un tumor. Además, existen mutaciones derivadas de hematopoyesis clonal que 

aumentan progresivamente con la edad (86,87,105–110). La hematopoyesis clonal es una entidad 

bien reconocida en la que una sola célula madre hematopoyética adquiere una mutación somática 

que conduce a la expansión clonal de las células. Con el tiempo el clon derivado de células madre 

hematopoyéticas se expande de manera que contribuye a una proporción considerable de la 

producción de células sanguíneas maduras en individuos aparentemente sanos, dando lugar a la 

detección en plasma de mutaciones no derivadas del tumor. La hematopoyesis clonal es más 

prevalente con el aumento de la edad y conlleva un mayor riesgo de evolución posterior a una 

neoplasia mieloide (111–113). La prevalencia descrita de la hematopoyesis clonal varía en función 

de la técnica utilizada. Las técnicas de secuenciación con límite de detección por encima de VAF del 

2% describen frecuencias del 1-2% de los individuos a la edad de 40 años y en el 5%-15% de los 

mayores de 70 años, pero estas cifras se incrementan notoriamente con tecnologías con alta 

profundidad de secuenciación (109,114–116). Las mutaciones derivadas de las células 

hematopoyéticas pueden disfrazarse, por tanto, como derivadas del tumor y suponen una fuente de 

ruido biológico de fondo para el análisis del cfDNA (110). Estos hallazgos deben ser mejor 

caracterizados antes de poder implementar el análisis de ctDNA como estrategia de cribado 

diagnóstico.  

 

Por otro lado, la determinación de ctDNA en pacientes con cáncer que ya han sido tratadas con 

intención curativa, por ejemplo, tras la cirugía, puede mostrar la presencia de enfermedad mínima 

residual, lo que ha mostrado tener importantes implicaciones pronósticas (117–120). Estos hallazgos 

podrían convertir la determinación de ctDNA en una herramienta para plantear estrategias de 

adyuvancia en los pacientes en los que se detecta ctDNA, dado el elevado riesgo de recaída. La 

determinación seriada de ctDNA durante el seguimiento tras un tratamiento radical también podría 

detectar una recaída antes de que fuera detectable mediante pruebas de imagen (121). Sin embargo, 
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estas aplicaciones todavía no son práctica estándar y se encuentran en marcha diferentes estudios 

para validar su utilidad de forma prospectiva.  

Finalmente, otra aplicación importante que está adquiriendo gran interés en la clínica es la 

posibilidad de monitorizar la enfermedad metastásica mediante el análisis cuantitativo del ctDNA ya 

que se ha observado que los niveles de ctDNA de cada paciente se correlacionan con la carga de 

enfermedad y con la respuesta al tratamiento determinada por pruebas de imagen. El empleo del 

análisis de ctDNA como herramienta de monitorización que sustituyera o complementara a las 

pruebas radiológicas tendría las ventajas de evitar la radiación sobre el paciente así como permitir 

una logística más sencilla para llevar a cabo el seguimiento (86,89,106,107,122–124). Sin embargo, 

una limitación para implementar esta estrategia es que actualmente no se dispone de estudios 

clínicos que avalen la toma de decisiones terapéuticas en función de los hallazgos obtenidos con el 

análisis de ctDNA frente a las decisiones guiadas por pruebas de imagen. De hecho, las decisiones 

clínicas basadas solo en los marcadores tumorales en sangre no han mostrado un beneficio para los 

pacientes frente a las decisiones basadas en las pruebas de imagen estándar y las diferentes guías 

clínicas se posicionan en contra de su utilización exclusiva para valorar la respuesta de la enfermedad 

(125–128). Serán necesarios, por tanto, estudios prospectivos que analicen el papel del seguimiento 

con ctDNA para determinar la rentabilidad y utilidad de esta estrategia en la práctica clínica frente a 

las pruebas radiológicas convencionales. 

 

Figura 15. Aplicaciones del análisis de ctDNA. a. Curso temporal esquemático para un paciente 
hipotético que se somete a cirugía (u otro tratamiento inicial), presenta una recaída de la 
enfermedad y luego recibe terapia sistémica. El paciente comienza con un único foco de enfermedad, 
pero después del tratamiento aparecen múltiples metástasis y distintos clones (representados en 
diferentes colores). Se indican las posibles aplicaciones de la biopsia líquida durante el cuidado de 
este paciente. b. La información extraída del ctDNA puede clasificarse, en términos generales, como 
información cuantitativa (relacionada con la carga tumoral) o información genómica o cualitativa. 
Imagen obtenida de Wan et al. (89). 
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2.3 Monitorización de la respuesta y dinámica precoz del ctDNA 
 

La vida media corta del ctDNA en sangre permite realizar una medida que se correlaciona con la 

carga de enfermedad del paciente a tiempo real, a diferencia de los marcadores tumorales (como 

CEA o CA 15-3 empleados en el seguimiento del cáncer de mama), que, además de ser mucho menos 

sensibles y específicos, presentan vidas medias de entre días y semanas, por lo que proporcionan 

una visión antigua de lo que está sucediendo en la enfermedad (129,130). Algunos estudios sugieren 

que los niveles de ctDNA pueden subir transitoriamente de forma inicial tras comenzar una terapia, 

pero tras unas semanas los niveles suelen bajar de forma marcada si existe respuesta al tratamiento 

(figura 16) (107,131–133).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Ejemplo de una paciente con cáncer de mama metastásico en la que se detectan 6 
mutaciones diferentes. Las 6 mutaciones presentan un patrón dinámico similar, descienden con la 
estabilización de la enfermedad y aumentan con la progresión radiológica. Imagen obtenida de 
Dawson et al. (107). 
 
 
Se ha sugerido que los cambios en el ctDNA presentan mayor capacidad de predicción de respuesta 

tumoral que los marcadores tumorales utilizados en la práctica clínica habitual (94,107). El trabajo 

de Dawson et al. comparó de forma seriada los niveles de ctDNA, de CA 15-3 y el número de CTCs en 

30 pacientes con cáncer de mama metastásico que recibían tratamiento sistémico realizando 

determinaciones cada 3 semanas. El análisis de ctDNA se realizó mediante secuenciación dirigida y/o 

PCR digital. Se detectó la presencia de ctDNA en el 97% de las pacientes, de CA 15-3 en el 87% y de 

CTCs en el 78%. Los cambios en los niveles de ctDNA mostraron un rango dinámico (variación entre 

el nivel mínimo y máximo) más amplio y una mayor correlación con la respuesta tumoral que los 

niveles de CA 15-3 o de CTCs, además de ser el método que proporcionaba una valoración más precoz 

de la respuesta (figura 17) (107). El aumento de ctDNA y de CTCs resultó pronóstico en esta serie y 

no fue así con los valores de CA 15-3. 
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Figura 17. Niveles seriados de ctDNA, CA 15-3 y CTCs en dos pacientes del trabajo de Dawson et al. 
tratadas con diferentes quimioterápicos y terapia endocrina. Se observa un mayor rango dinámico 
en los cambios de ctDNA, así como una mayor correlación con la evolución de la enfermedad. La 
línea discontinua naranja indica el umbral de 5 CTCs por 7.5 ml de sangre. La línea verde punteada 
indica el umbral de CA 15-3 de 32.4 U/mililitro. Imagen obtenida de Dawson et al. (107). PD, 
progressive disease; PR, partial response; SD, stable disease.  
 

 

En otro estudio retrospectivo en 40 pacientes con cáncer de ovario recidivante se recogieron 

muestras de plasma antes de iniciar tratamiento y al mes de haberlo iniciado. Se determinaron 

diferentes mutaciones en TP53 en el tejido tumoral y se diseñó un test específico para cada paciente 

en función de estas mutaciones utilizando PCR digital. Se comparó la VAF de las mutaciones en TP53 

con el marcador tumoral CA 125 en suero. La VAF de TP53 previa al inicio del tratamiento se 

correlacionó con el volumen de enfermedad. Los cambios en ctDNA asociados a la respuesta a la 

quimioterapia fueron más precoces que los cambios en CA 125. Por otro lado, una reducción de la 

VAF de TP53 superior al 60% se asoció de forma independiente en el análisis multivariado al tiempo 

libre de progresión (72). 

 

El valor de esta caída precoz del ctDNA se ha evaluado en distintos tipos tumorales tratados con 

diferentes tratamientos (quimioterapia, inmunoterapia, terapias dirigidas e inhibidores de CDK4/6).  

Se ha observado una clara correlación entre la dinámica temprana de ctDNA (ascenso o descenso de 

ctDNA a las pocas semanas del inicio del tratamiento) y la respuesta tumoral, así como la 

supervivencia libre de progresión y también la supervivencia global en algunos tipos de tumores, 

incluyendo el cáncer de mama triple negativo, aunque no se ha reportado hasta la fecha un 

asociación con la supervivencia global en los cánceres de mama RH positivo y HER2 negativo (134–

142). Los hallazgos descritos apoyan la determinación de la dinámica precoz del ctDNA como 

biomarcador predictivo de beneficio a distintos tratamientos, capaz de adelantarse a la evaluación 

mediante pruebas de imagen. De esta manera, el estudio precoz del comportamiento del ctDNA 

podría convertirse en una herramienta que ayudara a identificar precozmente a aquellos pacientes 
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resistentes al tratamiento y a la adaptación de la terapia en busca de una estrategia terapéutica más 

eficaz. La instauración de esta herramienta en la práctica clínica requiere, sin embargo, de una 

adecuada validación, así como la resolución de algunos aspectos metodológicos y técnicos que están 

lejos de estar estandarizados en la actualidad. 

 

Por un lado, existe controversia en cuanto al mejor momento para valorar este ascenso o descenso 

del ctDNA. Los diferentes estudios han realizado la segunda determinación de niveles de ctDNA entre 

las 2 y las 6 semanas de haber iniciado el tratamiento para evitar el posible flare de la primera y 

segunda semana que se produce secundariamente a la muerte celular y liberación de ctDNA, pero 

existen pocos estudios que hayan comparado diferentes momentos temporales entre sí (72,132–

136,138–140,142).  

 

Tampoco está establecida una clara metodología para valorar la respuesta por ctDNA. Algunos 

estudios determinan la ratio entre la cantidad en términos absolutos (número copias o ng/mL) o la 

VAF (medida en porcentaje) de ctDNA inicial y la cantidad o VAF posterior al primer ciclo de 

tratamiento, y clasifican a los pacientes en grupos según un punto de corte arbitrario (algún descenso 

[ratio <1], descenso superior al 50 o al 60%, mediana, etc.); otros estudios calculan la diferencia 

absoluta (o delta) entre los dos momentos temporales, y otros consideran que el grupo de mayor 

beneficio a una terapia concreta es aquel que produce un aclaramiento o desaparición completa de 

ctDNA en plasma tras iniciar el tratamiento (72,134–139,142).   

 

Asimismo, se han empleado diferentes tecnologías para determinar el ctDNA en sangre. Algunos 

estudios realizan primero secuenciación sobre tejido, ya sea del tumor primario o metastásico, para 

elaborar test basados en PCR que detecten en plasma las alteraciones encontradas en tejido. Muchos 

estudios analizan solo una o unas pocas mutaciones en cada paciente o bien siguen solo 

temporalmente la mutación con mayor VAF (72,135,136,138). Otros realizan secuenciación dirigida 

y establecen una media de todas las mutaciones presentes en un mismo paciente en cada momento 

temporal (134,139).  

 

En conjunto, la utilización de la biopsia líquida como herramienta de monitorización precoz de la 

enfermedad metastásica es un campo en tremendo desarrollo, pero donde existen todavía 

numerosos interrogantes, por lo que son necesarios estudios que determinen la mejor metodología 

para cada tipo tumoral.  
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3.  Tratamiento del cáncer de mama 

 

3.1. Cáncer de mama localizado 

 

Más del 90% de los cánceres de mama se diagnostican en estadios precoces (17). En este escenario 

el objetivo es la curación de la enfermedad por lo que los distintos tratamientos están dirigidos a la 

erradicación del tumor y la prevención de recaídas futuras (8,9). El enfoque terapéutico es complejo 

e incluye la combinación de tratamiento local (cirugía del tumor primario y de los ganglios regionales 

con o sin radioterapia posterior) junto con tratamiento sistémico (figura 17). La terapia sistémica 

puede ser preoperatoria (neoadyuvante), postoperatoria (adyuvante), o ambas, y se puede realizar 

con quimioterapia, terapia endocrina, tratamiento anti-HER2 o una combinación de estos. La 

selección de los distintos tratamientos locales y sistémicos se realiza en un contexto multidisciplinar 

y tiene en cuenta diferentes factores pronósticos y predictivos. Estos factores incluyen el tamaño 

tumoral y la afectación ganglionar, el estado del RE, RP y HER2, el índice proliferativo, el grado, y 

resto de factores clínico-patológicos del tumor, el riesgo de recaída calculado con plataformas 

génicas y la comorbilidad, edad, estado menopáusico y preferencias de la paciente (7–9,128). 

 

Siempre que sea posible se prefiere la realización de cirugía conservadora (frente a mastectomía), 

seguida de radioterapia adyuvante. Las guías recomiendan un tratamiento con quimioterapia 

neoadyuvante en aquellos tumores localmente avanzados independientemente de la biología 

tumoral, aquellos mayores de 2cm donde no es posible una cirugía conservadora de entrada y en 

tumores con biologías muy sensibles a la quimioterapia y/o tratamiento dirigido como los triples 

negativos y HER2 positivo mayores de 2cm y/o con axila positiva independientemente de que la 

terapia conservadora sea posible (figura 18) (7–9).  

 

Además de las recomendaciones anteriores, en general, se acepta que todas las indicaciones de 

terapia adyuvante pueden emplearse en el escenario neoadyuvante (7,143,144). El tratamiento 

neoadyuvante permite valorar la respuesta tumoral tras el mismo, lo cual aporta información 

pronóstica, y, además, en algunos casos permite seleccionar tratamiento adyuvante complementario 

si no se ha obtenido una respuesta completa patológica tumoral (145,146).  
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Figura 18. Algoritmo terapéutico en cáncer de mama localizado. Algoritmo extraído de la guía ESMO 
para cáncer de mama localizado, 2019 (8). BCS, breast conservative surgery; ChT, chemotherapy; ET, 
endocrine therapy; RT, radiotherapy; TNBC, triple negative breast cancer. 
 

a En tumores con una biología que requiere quimioterapia (triple negativo, HER2 positivo, luminal B-like) se prefiere 
tratamiento neoadyuvante para evaluar la respuesta y el pronóstico y decidir sobre el tratamiento postoperatorio. 
b Fenotipos agresivos: cáncer de mama triple negativo o HER2 positivo. 
c Si se planea quimioterapia debe administrarse como neoadyuvante. 
d RT postoperatoria concomitante, terapia endocrina postoperatoria y terapia anti-HER2. 
 
 

El empleo de quimioterapia adyuvante, si no se ha recibido de forma neoadyuvante, está indicada 

prácticamente en todos los tumores HER2 positivo y triple negativo, sobre todo a partir de 0.5 cm de 

tamaño, dado el elevado riesgo de recaída sin tratamiento. El tratamiento de los tumores HER2 

siempre incluirá terapia dirigida frente a HER2. En la enfermedad con RH positivo y HER2 negativo la 

quimioterapia se recomienda en pacientes de alto riesgo de recaída. Este riesgo se estima mediante 

la valoración de características clínico-patológicas (tamaño, afectación axilar, índice proliferativo, 

grado, niveles de expresión de RH) y también por la puntuación obtenida mediante plataformas 

multigénicas (Oncotype DX®, MammaPrint®, Prosigna®, Breast Cancer Index® o EndoPredict®). Los 

tumores luminales B o luminales B-like son candidatos a quimioterapia adyuvante si presentan un 

tamaño superior a 0.5cm y/o afectación axilar, y los luminales A o luminales A-like solo lo son si 

presentan un estadio localmente avanzado con gran carga tumoral (p. ej. T4 o N2-3) (7–9) (figura 

19).  
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Figura 19. Tratamiento (neo)adyuvante sistémico según el subtipo tumoral. Algoritmo extraído de la 
guía ESMO para cáncer de mama localizado, 2019 (8). ChT, chemotherapy; ER, estrogen receptor; ET, 
endocrine therapy; N0, negative nodes; PgR, progesterone receptor; TNBC, triple-negative breast 
cancer. 
aCon posible excepción de casos seleccionados con T1a-bN0 de muy bajo riesgo. 
bAnti-HER2: trastuzumab ± pertuzumab. 
cAdenoide quístico o apocrino, carcinoma secretor, carcinoma metaplásico de bajo grado. 
dDependiendo del nivel de expresión de ER y PgR, proliferación, riesgo evaluado genómicamente, carga tumoral y/o 
preferencia del paciente. 
eExcepto en las pacientes de muy bajo riesgo T1a-bN0 para los que se puede considerar tratamiento solo con 
ET/anti-HER2. 
 

El tratamiento endocrino está indicado en todas las pacientes que presentan RH positivo durante al 

menos 5 años, aunque el tratamiento extendido hasta los 7-10 años ha mostrado aumentar el 

beneficio (147–153). En las pacientes premenopáusicas el tratamiento hormonal se realiza con 

tamoxifeno, con o sin análogos de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) que 

producen una supresión ovárica induciendo un estado menopáusico, o bien con inhibidores de 

aromatasa junto con análogos de LHRH. El tratamiento con análogos de LHRH se emplea en los casos 

de alto riesgo de recaída (7–9,154,155). En las pacientes postmenopáusicas el tratamiento adyuvante 

estándar se realiza con inhibidores de aromatasa que han mostrado un beneficio superior al 

tamoxifeno en este escenario (148).  

 

El tratamiento con radioterapia adyuvante se debe administrar tras cirugía conservadora de la mama 

y después de mastectomía si hay factores de riesgo, como importante volumen tumoral o ganglios 

axilares afectos, entre otros (156–159). 
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3.2. Cáncer de mama metastásico 

 

Aunque en más del 90% de los casos la enfermedad se diagnostique en estadios localizados, hasta 

en un 20-30% de las pacientes se producirá una recaída a distancia (17,160). El cáncer de mama 

metastásico es una enfermedad incurable en la que los objetivos del tratamiento persiguen 

aumentar la supervivencia y mejorar la calidad de vida (9,128,161).   

 

La selección del tratamiento se realiza teniendo en cuenta diversos factores como el subtipo tumoral, 

la carga de enfermedad, los tratamientos recibidos previamente y el beneficio obtenido con los 

mismos, la presencia de síntomas o crisis visceral (definida como disfunción orgánica grave, evaluada 

por signos, síntomas y criterios analíticos, con rápida progresión de la enfermedad) y la edad y 

comorbilidades del paciente, así como sus preferencias (9,128,161). 

 

En el cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 negativo el tratamiento de primera elección 

es la terapia endocrina junto con un inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas 4 y 6 (CDK4/6). 

Se prefiere el empleo de quimioterapia por su más rápida acción si existe una situación de crisis 

visceral, o bien se trate de una enfermedad refractaria a la hormonoterapia, donde también se 

elegirá el tratamiento con citotóxicos (9,128,162). En general, la terapia endocrina se prefiere a la 

quimioterapia por su mejor perfil de toxicidad, con similares resultados en términos de supervivencia 

(163,164). Las pacientes con RH positivo premenopáusicas deberán recibir una terapia de supresión 

de la función ovárica con análogos de LHRH, ooforectomía o radioterapia ovárica (esta última cada 

vez menos utilizada), y recibirán el mismo tratamiento para la enfermedad oncológica que las 

pacientes postmenopáusicas (figura 20). El tratamiento endocrino con las distintas opciones 

terapéuticas solas o en combinación con terapias dirigidas (p.ej. everolimus o alpelisib) se empleará 

de forma secuencial mientras exista un beneficio con el tratamiento hormonal. Cuando finalmente 

se desarrolla hormono-resistencia las pacientes son entonces candidatas a recibir quimioterapia 

(9,128,162). 
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Figura 20. Algoritmo terapéutico en cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 negativo. 
Algoritmo extraído de la guía ESMO para cáncer de mama avanzado, 2020 (128). ER, estrogen 
receptor; ABC, advanced breast cancer; ET, endocrine therapy; ChT, chemotherapy; AI, aromatase 
inhibitor; PARPi, PARP inhibitor. 
 

Existen múltiples citotóxicos que pueden ser empleados en los distintos subtipos de cáncer de mama.  

De forma general se opta por la monoterapia de forma secuencial, ya que la terapia de combinación 

es más tóxica y, aunque presenta mayor tasa de respuesta, no ha demostrado mejorar la 

supervivencia (165). El tratamiento con varios quimioterápicos de forma simultánea queda relegado 

a situaciones donde se requiere un rápido control de la enfermedad (9,128,161).   

 

Las antraciclinas y los taxanos son los quimioterápicos que se prefieren como primera opción si no 

existe ninguna contraindicación u otra preferencia de la paciente (figura 20), sobre todo en pacientes 

que no los han recibido en neo/adyuvancia previamente o en las que los han recibido, pero presentan 

una recaída tardía tras el empleo de estos. Sin embargo, las antraciclinas presentan el inconveniente 

de la dosis techo por su riesgo de cardiotoxicidad, y los taxanos producen neuropatía, que es una 

toxicidad limitante de dosis. En pacientes previamente tratadas con estos fármacos, la capecitabina, 

la eribulina o la vinorelbina son opciones terapéuticas apropiadas para la primera línea 

(128,161,166,167). Otras opciones terapéuticas incluyen la gemcitabina, los platinos o la terapia 

metronómica (128,161,166,167).  
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La combinación de bevacizumab con taxanos en primera línea ha demostrado aumentar la 

supervivencia libre de progresión y la tasa de respuestas frente a los taxanos solos, pero no la 

supervivencia global, por lo que la combinación se considera solo en casos seleccionados (161,168–

170).  

 

En la enfermedad HER2 positiva el tratamiento consiste en quimioterapia junto con tratamiento 

dirigido frente a HER2. En casos seleccionados de tumores HER2 positivo y RH positivo, con bajo 

volumen tumoral, puede ofrecerse un tratamiento con terapia endocrina y anti-HER2 sin 

quimioterapia. Esta también es una opción como terapia de mantenimiento tras una inducción inicial 

con quimioterapia y anti-HER2 (9,128,161). 

 

Para los tumores triples negativo no se dispone de terapia dirigida por lo que el tratamiento se basa 

en quimioterapia. La inmunoterapia junto con quimioterapia ha mostrado beneficio en primera línea 

en aquellos tumores que presentan positividad para la tinción de PD-L1, tanto con atezolizumab 

como con pembrolizumab (9,128,161,171,172). 

 

Asimismo, el estudio genético está indicado en todas las pacientes con enfermedad metastásica, 

independientemente de su historia familiar, ya que sus resultados presentan implicaciones 

terapéuticas. La presencia de mutaciones germinales en BRCA1/BRCA2 permitiría el empleo de 

inhibidores de PARP en las pacientes con tumores HER2 negativos (9,128). 

 

Para monitorizar la evolución de la enfermedad metastásica debe tenerse en cuenta la 

sintomatología del paciente y su estado funcional, la exploración física, los valores analíticos como 

la fosfatasa alcalina, pruebas de función hepática, calcio, hemograma, marcadores tumorales (como 

CEA, CA 15-3 y CA 27.29) cuando sean apropiados y pruebas de imagen (TAC y gammagrafía ósea o 

PET/TAC). La valoración de progresión por imagen se realiza en función de los criterios RECIST 1.1 

(del inglés, response evaluation criteria in solid tumors) (9,173). 

 

La frecuencia de la monitorización no está completamente estipulada. En general se recomienda 

realizar un control con pruebas de imagen cada 2-4 meses en pacientes en tratamiento con 

quimioterapia y cada 4-6 meses en pacientes con terapia endocrina (tabla 4) (9).  
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Tabla 4. Intervalos de seguimiento para pacientes con cáncer de mama metastásico recomendados 
por las guías NCCN (9). 

LFTs, liver function test; CBC, cell blood count; CT, computed tomography.  
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4. Tratamiento del cáncer de mama metastásico receptor hormonal positivo y HER2 negativo 

 

El cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo supone aproximadamente el 70% de los tumores 

malignos de mama y las terapias endocrinas constituyen el pilar de su tratamiento. Durante los 

últimos 20 años el conocimiento sobre la complejidad de la biología de la enfermedad y de los 

mecanismos que median las resistencias a la terapia endocrina ha permitido incrementar las 

opciones terapéuticas en estas pacientes, prologando la supervivencia y manteniendo o mejorando 

su calidad de vida.  

 

4.1. Terapia endocrina 

 

Existen distintas estrategias de tratamiento endocrino actualmente aprobadas para su empleo en la 

práctica clínica (tabla 5) (161).  

 

Tabla 5. Tipos de tratamiento endocrino que pueden emplearse en cáncer de mama metastásico con 

RH positivo. Tabla extraída de la guía SEOM para cáncer de mama avanzado, 2018 (161). 

 

SERM, selective estrogen receptor modulator; SERD, selective estrogen receptor downregulator; 
GnRH, gonadotropin-hormone releasing-hormone; NSAI, non-steroidal aromatase inhibitors (3rd 
generation); SAI, steroidal aromatase inhibitors (3rd generation). 
 

Los inhibidores de la aromatasa impiden la conversión periférica de andrógenos en estrógenos, 

inhibiendo la enzima aromatasa, por lo que actúan disminuyendo la cantidad de estrógenos 

circulantes. Actualmente se emplean los inhibidores de aromatasa de tercera generación, letrozol y 

anastrozol (no esteroideos) y exemestano (esteroideo) (161,174). 
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Los moduladores selectivos del RE (SERMs, del inglés, selective estrogen receptor modulators), como 

el tamoxifeno, actúan uniéndose al receptor como antagonistas en unos tejidos (p.ej. tejido 

mamario) y como agonistas en otros (p.ej. tejido endometrial) (174).  

 

Los degradadores selectivos del receptor de estrógeno (SERDs, del inglés, selective estrogen receptor 

degraders or dowregulators) ejercen su acción por varios mecanismos, al unirse competitivamente 

al receptor impiden su dimerización, aumentan su degradación y dificultan su traslocación al núcleo. 

Al degradar el receptor actúan como antagonistas en todos los tejidos. El único SERD actualmente 

aprobado es el fulvestrant, aunque existen numerosos SERDs orales en desarrollo (174). Finalmente, 

la ablación o supresión ovárica puede conseguirse mediante cirugía o radioterapia ovárica o con 

análogos de LHRH (161,174). 

 

En el escenario metastásico los inhibidores de la aromatasa demostraron ser superiores a tamoxifeno 

y se convirtieron en el estándar de primera línea de tratamiento (175). Tras la progresión a la terapia 

endocrina inicial fulvestrant demostró ser una opción eficaz (176). Además, varios estudios 

observaron que fulvestrant conseguía mejor supervivencia libre de progresión que los inhibidores de 

la aromatasa en pacientes con cáncer de mama avanzado sin tratamiento endocrino previo (13 

frente a 18 meses), pero sin diferencias en supervivencia global, que se situaba alrededor de los 50 

meses (177–179).  Con estos estudios las guías clínicas aceptaron tanto el empleo de inhibidores de 

aromatasa como fulvestrant en primera línea para enfermedad metastásica RH positivo y HER2 

negativo (9,128).  

 

Es importante señalar que a pesar de la eficacia general de la terapia endocrina existe alrededor de 

un 30% de pacientes que presenta resistencia primaria a la misma, y, por otro lado, invariablemente 

todas las pacientes acabarán desarrollando resistencia secundaria a lo largo del tiempo (128,180).  

 

4.2. Bases biológicas y desarrollo de resistencias a la terapia endocrina 

 

A partir del conocimiento del papel de los estrógenos en el cáncer de mama, de cómo actúan 

mediante su unión al RE y de las vías intracelulares en las que se han visto implicados es posible 

entender las estrategias desarrolladas para abordar el desarrollo de resistencias en el cáncer de 

mama RH positivo. 

 

Los estrógenos actúan uniéndose a los RE que se encuentran fundamentalmente localizados a nivel 

nuclear o citoplásmico (figura 21). Una vez unen el estrógeno, los RE se liberan de las proteínas 

chaperonas y dimerizan entre sí, lo que produce un cambio de conformación y la asociación con 
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coactivadores, formando la unidad transcripcional que se une a los elementos de respuesta 

estrogénica en el DNA. Mediante esta vía los RE funcionan como factores de transcripción nucleares 

dependientes de ligando, ejerciendo su acción por un mecanismo de actuación genómico clásico 

(figura 21, vía A) (181,182). De esta manera los RE inducen la transcripción de numerosos genes 

implicados en proliferación y control del ciclo celular, como CCND1, entre otros, y genes relacionados 

con la supervivencia, la invasión y la angiogénesis (181). Por otra parte, los RE también pueden actuar 

a través de una vía genómica no clásica, donde intervienen otros factores de transcripción, como 

algunos miembros de las familias AP-1/SP-1, que modulan programas transcripcionales alternativos  

(figura 21, vía B) (181,183).  

 

Existen otras dos vías a través de las cuales también actúa el RE, una independiente de estrógenos, 

que produce la activación del RE a través de la fosforilación inducida por factores de crecimiento; y 

otra vía no genómica, más rápida, que actúa a través de algunos RE localizados en la membrana 

celular mediante la interacción con varios factores de crecimiento de tipo tirosina-quinasa (EGFR, 

HER2, IGFR-1, FGFR), así como señalizadores intermedios, como proteínas de membrana y del 

reclutamiento de proteínas quinasas intracelulares (Src y PI3K) que activan cascadas de señalización 

intracelular (p.ej. AKT y MAPK) (figura 21, vía C y D) (184). La activación aberrante de estas dos vías 

puede intervenir en el desarrollo de resistencia de novo y adquirida a la terapia endocrina, actuando 

como una vía de escape y de “bypass” del bloqueo terapéutico del RE. Todas estas vías relacionadas 

con factores de crecimiento y señalización intracelular que implican a PI3K, MAPK o Src acaban 

convergiendo en el aumento de proliferación celular mediante la regulación del control del ciclo 

celular (185–187).  

 

La aparición de mutaciones en ESR1 es otro mecanismo por el cual se puede generar resistencia 

adquirida a los inhibidores de aromatasa, ya que estas mutaciones dan lugar a un receptor 

constitutivamente activado independientemente de la presencia de estrógenos. Estas mutaciones 

son muy poco frecuentes en el tumor primario pero aparecen entre el 10-50% de las pacientes 

pretratadas con inhibidores de aromatasa (103,174).  
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Figura 21. Vías de señalización del RE. Vía A, vía genómica clásica; vía B, vía genómica no clásica, vía 
C, independiente de estrógenos, activa al RE a través de la fosforilación inducida por factores de 
crecimiento; vía D, vía no genómica o de membrana. Imagen obtenida de Le Romancer M et al. (181). 
E2, estrógenos; ERE, elementos de respuesta a estrógenos; RE, elementos de respuesta a otros 
factores de transcripción; P, fosforilación; RTK, receptor de tirosina quinasa; CoReg, correguladores; 
TF, factor de transcripción; Hsp90, heat shock protein 90 (chaperona).  
 

 

La estructura del RE puede observarse en la figura 22. El RE se une al DNA a través del dominio de 

unión (DBD, del inglés, DNA binding domain). La región AF-1 es el lugar de fosforilación 

independiente de ligando (p.ej., fosforilación por MAPKs) y la región AF-2 es la dependiente de 

ligando. 

 

 

 

 

Figura 22. Estructura del RE. Los dominios A – F que constituyen el RE incluyen el dominio de la 
función de activación 1 (AF-1) independiente de ligando, el dominio de unión al DNA (DBD), la región 
bisagra y el dominio de unión al ligando (LBD)/dominio de función de activación 2 (AF-2). Imagen 
modificada de Patel HK and Bihani T (174). 
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En los últimos años se ha mejorado la eficacia de la terapia endocrina en el cáncer de mama RH 

positivo y HER2 negativo, retrasando el desarrollo de resistencias a la misma. Esto se ha conseguido 

gracias al desarrollo de tratamientos frente a los mecanismos responsables de regulación y 

progresión del ciclo celular, con el empleo de los inhibidores de CDK4/6, y también de las vías 

intracelulares claves en la proliferación celular, con el uso de los inhibidores PI3K o mTOR (figura 23). 

 
 

Figura 23. Regulación del control del ciclo celular en el punto de control o restricción G1/S y 
tratamientos dirigidos a los distintos puntos de la vía. Las señales mitogénicas convergen al nivel de 
la regulación positiva de la ciclina D1. CDK4/6-ciclina D1 fosforilan e inactivan la proteína Rb, lo que 
provoca la disociación de los factores de transcripción E2F y la regulación transcripcional de genes 
importantes para la transición G1/S y la progresión del ciclo celular a través del punto de restricción. 
Modificado de Tripathy et al. (188). CDK, cyclin-dependent kinase; ER, estrogen receptor; IGF1R, 
insulin-like growth factor 1 receptor; MAPK, mitogen-activated protein kinase; Rb, retinoblastoma; 
RTK, receptor tyrosine kinase. 
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4.3. Tratamiento dirigido para pacientes con tumores receptor hormonal positivo y HER2 

negativo 

 

4.3.1 Tratamiento con inhibidores de CDK4/6 

 

4.3.1.1 Bases biológicas  

 

La proliferación celular depende de la progresión a través de distintas fases del ciclo celular, un 

proceso altamente organizado donde están implicadas señales de crecimiento reguladoras, así como 

proteínas que monitorizan la integridad genética, las CDKs, que actúan como un complejo con su 

pareja ciclina (figura 23) (188,189). Las CDK4 y CDK6 son activadas por la ciclina D1 de forma 

temprana en el ciclo celular para facilitar la progresión de este a través del punto de restricción G1/S. 

El complejo ciclina D1-CDK4/6 conlleva la fosforilación de la proteína del retinoblastoma (Rb), que a 

diferencia de otras proteínas del organismo se encuentra inactivada en estado de fosforilación. Esto 

permite que se liberen los factores de trascripción E2F que regulan genes fundamentales para activar 

la transición de la fase G1 a S, incluida la ciclina E, que se asocia con CDK2, fosforilando aún más a 

Rb, lo que resulta en progresión del ciclo celular más allá del punto de restricción y entrada 

irreversible en la fase S. Los factores E2F también regulan genes implicados en la replicación del DNA, 

la estructura de la cromatina o la segregación de los cromosomas (189,190).  

 

La actividad de las CDKs está sometida a un control estrecho, es inducida por señales mitogénicas, 

incluyendo señales derivadas de las vías del RE y PI3K-AKT-mTOR, que promueven la síntesis de 

ciclina D, e inhibida por distintas proteínas inhibidoras, como p16 o p21, activada esta última a su 

vez por p53 en respuesta al daño de DNA (188,189). 

 

La actividad aberrante del ciclo celular conlleva la proliferación celular descontrolada, uno de los 

procesos distintivos del cáncer (191). Esta actividad tiene lugar como resultado de alteraciones por 

encima de los complejos CDK-ciclina (p.ej. estimulación mediada por factores de crecimiento o 

alteraciones en vías intracelulares como PI3K) o por afectación de los propios genes que codifican 

proteínas del ciclo celular (p.ej. amplificación de ciclina D1, CDK4 o CDK6) (189). 

 

En el cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo es muy frecuente la señalización aberrante por 

ciclina D1 y CDK4/6. Por un lado, el RE lleva a la transcripción de la ciclina D1, la cual interacciona con 

CDK4/6, siendo uno de los principales estímulos proliferativos para la célula RE positiva y, por otro 

lado, la amplificación de la ciclina D1 es un evento frecuente en este tipo de cáncer de mama y los 
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niveles aumentados de mRNA y de proteína ciclina D1 se observan hasta el 50% de los tumores, lo 

que se ha asociado a resistencia hormonal (192–194). 

 

Estudios preclínicos en líneas celulares han demostrado que la inhibición de CDK4 y CDK6 atenúa la 

proliferación celular de líneas celulares luminales con RH positivo y su efecto es sinérgico con el 

tratamiento endocrino (195). CDK4 y CDK6 han mostrado también continuar promoviendo la 

proliferación de células de cáncer de mama en el contexto de la resistencia al tratamiento hormonal 

inducida in vitro y su inhibición es capaz de revertirla (196,197). Todos los datos expuestos 

proporcionaron una fuerte justificación para la investigación de los efectos de la inhibición de CDK4 

y CDK6 en cáncer de mama. 

 

4.3.1.2 Estudios clínicos  

 

Los primeros inhibidores de CDKs en aparecer fueron pan-inhibidores de las distintas CDKs que 

resultaron poco efectivos y tóxicos. Posteriormente se diseñaron los inhibidores selectivos de 

CDK4/6, de los que actualmente se encuentran aprobados palbociclib, ribociclib y abemaciclib (198). 

En primera línea de tratamiento para enfermedad metastásica RH positivo y HER2 negativo el 

tratamiento con inhibidores de CDK4/6 en combinación con inhibidores de aromatasa ha mostrado 

doblar la mediana de supervivencia libre de progresión, con incrementos absolutos de 

aproximadamente 12 meses frente al tratamiento endocrino en monoterapia en los ensayos 

pivotales fase III PALOMA-2 (con palbociclib), MONALEESA-2, MONALEESA-7 (con ribociclib) y 

MONARCH-3 (con abemaciclib) (tabla 6) (25,28,199–202). Los estudios con los 3 inhibidores de 

CDK4/6 han mostrado beneficios similares, con unas hazard ratio (HR) de alrededor de 0.5-0.6 en 

todos los estudios y medianas de supervivencia libre de progresión de 28-24 meses frente a 13-16 

meses con el tratamiento endocrino en monoterapia. Las tasas de respuesta se sitúan alrededor del 

50-60% en las pacientes con enfermedad medible y el beneficio clínico en el 80% (25,199–202). 

 

La supervivencia global, objetivo secundario de todos los estudios, también ha resultado ser superior 

en el brazo de la combinación en el estudio MONALEESA-7 con ribociclib en pacientes 

premenopáusicas, con una HR de 0.71 (intervalo de confianza (IC) al 95%, 0.54-0.95; p=0.01), y en el 

estudio MONALEESA-2, con una HR de 0.76 (IC al 95%, 0.63-0.93; p=0.04) (24,28,201–203). Se 

esperan todavía resultados del resto de estudios. 

 

La adición de un inhibidor de CDK4/6 a fulvestrant en pacientes previamente expuestos a 

tratamiento endocrino también ha supuesto un aumento de supervivencia libre de progresión en los 

estudios PALOMA-3, MONARCH-2 y MONALEESA-3 (204–206). Estos tres estudios fase III muestran 
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datos similares con los tres fármacos, con HR para supervivencia libre de progresión de entre 0.4-0.6 

y medianas de supervivencia libre de progresión de 9.2 meses con palbociclib en el estudio PALOMA-

3 (estudio que permitía varías líneas de tratamiento previo) frente a 3.8 meses en el brazo con 

fulvestrant en monoterapia; 16.4 meses en el brazo con abemaciclib versus 9.3 con fulvestrant el 

MONARCH-2; y 20.5 frente a 12.8 meses en el MONALEESA-3, que incluía pacientes tanto en primera 

como segunda línea (204–206). La supervivencia global también ha resultado superior con los tres 

inhibidores, con HR de 0.7-0.8 (tabla 6) (204,207,208). 

 

Un reciente metaanálisis ha observado la superioridad de los regímenes con inhibidores de CDK4/6 

sobre la monoterapia con tratamiento hormonal, mostrando una equivalencia sustancial entre los 

tres inhibidores en términos de supervivencia libre de progresión y ninguna diferencia con la 

quimioterapia (163). 

 

Tabla 6. Resumen de ensayos con la combinación de inhibidores de CDK4/6 y terapia endocrina en 
cáncer de mama metastásico HR positivo y HER2 negativo.  
 

 PALOMA-2 
(203) 

MONALEESA-2 
(28,201) 

MONALEESA-7 
(24,25) 

MONARCH-3 
(202) 

PALOMA-3 
(205,207) 

MONARCH-2 
(204) 

MONALEESA-3 
(206,208) 

Diseño 
LTZ/Pbo vs 
LTZ/Palbo 

LTZ/Pbo vs 
LTZ/Ribo 

TE/Pbo* vs 
TE/Ribo* 

LTZ/Pbo vs 
LTZ/Abema 

FVT/Pbo vs 
FVT/Palbo 

FVT/Pbo vs 
FVT/ Abema 

FVT/Pbo vs FVT/ 
Ribo 

No. pts 666 668 672 493 521 699 726 

Tto 
previo 

No progresión a 
IA 

No progresión a 
IA 

No progresión a IA 
(permitida 1L QT) 

No progresión a 
IA 

Progresión a IA 
(permitida 1L 

QT) 
Progresión a IA Progresión o no a IA 

SLP (m) 
14.5 vs 27.6 

HR 0.56 
(p<0.001) 

16 vs 25.3 
HR 0.56 (p<0.001) 

13 vs 23.8 
HR 0.55 (p<0.001) 

14.8 vs 28.24 
HR 0.54 

(p<0.001) 

3.8 vs 9.2 
HR 0.42 

(p<0.001) 

9.3 vs 16.4 
HR 0.55 

(p<0.001) 

12.8 vs 20.5 
HR 0.59 (p<0.001) 

SG (m) No reportada 
51.3 vs 63.9m (HR 

0.76; p=0.04) 
49 vs NA 

(HR 0.71; p=0.01) 
No reportada 

28.0 vs 34.8 (HR 
0.81; 

p=0.022) 

37.3 vs 46.7 (HR 
0.76; 

p=0.014) 

41.5 vs 53.7 (HR 
0.73; IC 0.59-0.90) 

TR† y 
BC† 

44.4 vs 55.3% 
70.3 vs 84.9% 

37.1 vs 52.7% 
71.8 vs 80.1% 

36 vs 51% 
67 vs 80% 

43.8 vs 59.2% 
71.5 vs 78% 

11 vs 25% 
36 vs 64% 

21.3 vs 48.1% 
51.8 vs 73.3% 

28.7 vs 40.9% 
59.7 vs 69.4% 

ESMO-
MCBS 

3 5 5 3 4 4 4 

LTZ, letrozol; Pbo, Placebo; Palbo, palbociclib; TE, terapia endocrina; Ribo, ribociclib; Abema, 
abemaciclib; FVT, Fulvestrant; Pts, pacientes; Tto, tratamiento; IA: inhibidor de aromatasa; L, línea, 
QT, quimioterapia; SLP, supervivencia libre de progresión; SG, supervivencia global; TR, tasa de 
respuesta; BC, beneficio clínico; m, meses; HR, hazard ratio; NA, no alcanzada, ESMO-MCBS, escala 
de magnitud de beneficio clínico de ESMO. 
*Terapia endocrina con inhibidor de aromatasa o tamoxifeno y goserelina. 
† En pacientes con enfermedad medible. 
 

Otro reciente metaanálisis ha mostrado que el tratamiento con inhibidores de CDK4/6 junto con 

terapia endocrina aumenta también la supervivencia global independientemente de la edad, el 

estatus menopáusico, la sensibilidad endocrina y el compromiso visceral (209).  

 



51 
 

Los resultados de los estudios pivotales anteriormente expuestos han dado lugar a la aprobación 

desde 2015 de los distintos inhibidores de ciclinas por parte de la FDA y por la EMA. Palbociclib fue 

el que recibió la primera aprobación por parte de la FDA (210–215). 

 

En pacientes politratadas también existe evidencia clínica del beneficio del tratamiento con 

inhibidores de CDK4/6. En el ensayo clínico fase II de un solo brazo MONARCH-1 con abemaciclib en 

monoterapia en pacientes tratadas con múltiples líneas se observó un 19.7% de tasa de respuestas 

y un beneficio clínico del 42.4% (216–220). Recientemente el ensayo fase II nextMONARCH que 

randomizaba a pacientes politratadas con cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 negativo 

a recibir abemaciclib 150mg con tamoxifeno versus abemaciclib 150mg/12h o abemaciclib 200mg, 

mostró que la combinación aumentaba la supervivencia global (24.2 meses con la combinación 

frente a 20.8 meses con abemaciclib 150mg y 17.0 meses con abemaciclib 200mg). La HR de la 

combinación frente a abemaciclib 150mg fue de 0.63 (IC 95% 0.40-0.97, p=0.034) (221). 

 

Las guías clínicas reconocen el empleo de inhibidores de CDK4/6 como opción de primera línea en el 

cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 negativo junto con tratamiento endocrino, salvo 

que exista una situación de crisis visceral o no se disponga de más opciones de terapia endocrina 

(figura 20). El tratamiento con inhibidores de CDK4/6 y terapia hormonal es también de elección en 

segunda línea y líneas sucesivas si no se ha recibido previamente (9,128,161). 

 

4.3.2. Tratamiento con inhibidores de PI3K 

 

4.3.2.1. Bases biológicas  

 

La vía PIK3-AKT-mTOR es una de las principales vías de señalización en células humanas, implicada 

en procesos fisiológicos esenciales como el metabolismo de la glucosa, en la supervivencia, 

proliferación, crecimiento y motilidad celular (222–224). Su desregulación es frecuente en 

numerosos cánceres humanos, lo que conduce al crecimiento oncogénico, la proliferación y la 

invasión (figura 24). En el cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo la activación aberrante de la 

vía se ha observado con especial frecuencia, bien mediada por receptores de factores de crecimiento, 

por mutaciones activadoras en los genes que codifican las subunidades de PI3K o en otros genes 

como AKT, o por la pérdida de la regulación negativa de PTEN (39,196).  
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Figura 24. Gráfico con datos de cBioportal que muestran la frecuencia de mutaciones/ 
amplificaciones/delecciones en PIK3CA en diferentes tipos tumorales. Se muestran solo aquellos 
cánceres con una frecuencia de alteración superior al 10%. Imagen obtenida de Kalra M et al. (225). 
 

La familia de las PI3K quinasas comprende tres clases, I, II y III, cada una con su propia especificidad 

de sustrato y mecanismo de acción (226). Las de clase I son las más frecuentemente mutadas en 

cáncer humano y están compuestas por una subunidad catalítica p110, de la que existen 4 isoformas 

diferentes (α, β, δ y γ) y una subunidad reguladora, p85, compuesta por p85α o sus variantes de 

splicing (p50α and p55α), p85β o p55γ (226).  

PI3Kα es un heterodímero proteico formado por la subunidad catalítica p110α (codificada por el gen 

PIK3CA localizado en el cromosoma 3) y la subunidad reguladora p85α (codificada por el gen PIK3R1 

localizado en el cromosoma 5). Las mutaciones de PIK3CA tienen especial relevancia en el cáncer de 

mama RH positivo y HER2 negativo ya que se han observado hasta en el 30-40% de estos tumores. 

Se trata generalmente, además, de mutaciones troncales, que permanecen clonalmente dominantes 

a lo largo de la evolución de la enfermedad, aunque se han descrito con una frecuencia 

discretamente superior en las muestras de tumores metastásicos en comparación con las de 

primarios y tras tratamiento endocrino (39,227–230). 

 

La subunidad p85α heterodimeriza con p110α, inhibiéndola y formando un complejo que está 

regulado por receptores de tirosina quinasas transmembrana (como HER, FGFR o IFGR) y receptores 

asociados a proteínas G (226,231). PI3Kα cataliza la fosforilación de PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-

bifosfato) que se convierte en PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato) en la membrana plasmática. 

PIP3 recluta a la membrana las AKT quinasas que, una vez activadas por la fosforilación de PDK1 y 

mTORC2, son capaces de fosforilar e inhibir a TSC1 y TSC2 (del inglés, tuberous sclerosis complex 1 

and 2).  El complejo TSC1-TSC2 regula negativamente la actividad quinasa de mTOR, por lo que con 
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la activación de AKT se produce una activación de complejo 1 de mTOR (mTORC1) que promueve el 

crecimiento celular y la proliferación (figura 25). Esta cascada es antagonizada por PTEN, que 

convierte de nuevo PIP3 en PIP2 (223). 

 
 

  
Figura 25. Vía PI3K-AKT-mTOR y fármacos dirigidos a las distintas dianas terapéuticas. Imagen 
obtenida de Dienstmann et al. (232). AMPK, AMP-dependent protein kinase; GF, growth factor; 
GRB2, growth factor receptor-bound protein 2; IRS1, insulin receptor substrate 1; PDK1, 
phosphoinositide-dependent kinase 1; PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PIP3, 
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate. 
 
En el cáncer de mama las alteraciones más comunes son las mutaciones oncogénicas en PIK3CA en 

forma de sustituciones de nucleótido único que activan constitutivamente la proteína, mientras que 

las amplificaciones en ausencia de mutación son relativamente raras (233,234). Las mutaciones 

activadoras en PIK3CA más frecuentes tienen lugar en los dominios helical (E545K y E542K en el exón 

9), el dominio quinasa (H1047R en el exón 20) y el dominio C2 (exón 7) de la proteína, que 

constituyen los llamados puntos calientes o “hot spot”, que son regiones en el genoma susceptibles 

de mutar con una frecuencia inusualmente más elevada (235). Las mutaciones en el dominio helical 

mimetizan la activación que se produce por receptores de factores de crecimiento mientras que las 

del dominio quinasa aumentan la actividad lipídica de la quinasa, y las del dominio C2 inducen o 

facilitan cambios conformacionales que aumentan la actividad de PI3Kα (236–238). Existe también 

una larga cola de mutaciones menos frecuentes que se producen a lo largo del gen PIK3CA, la mayoría 
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de las cuales conducen a una activación parcial en modelos bioquímicos y celulares. Estas otras 

mutaciones probablemente se encuentran infraestimadas ya que los estudios iniciales no 

secuenciaban todos los exones, y sus consecuencias funcionales y clínicas son menos claras que las 

de las mutaciones “hot spot”. Si bien estos mecanismos mutacionales adicionales pueden ser 

distintos, es probable que converjan en un modelo en el que las mutaciones de PIK3CA abren 

estructuralmente el complejo PI3K, aumentando la unión a la membrana y la actividad de la quinasa 

(227,239,240). Aunque las mutaciones de PIK3CA no son las únicas alteraciones genéticas que 

pueden activar la vía PI3K-AKT-mTOR, la frecuencia de otras alteraciones es menor, como por 

ejemplo, las mutaciones en PTEN, poco comunes en cáncer de mama RH positivo, o las mutaciones 

en AKT, descritas solo en el 3% de estos cánceres (39,241).  

 

Resulta fundamental señalar que existe una importante regulación cruzada entre las vías del RE y la 

de PI3K. Se ha observado que la activación de la vía PI3K está asociada tanto a la resistencia de novo 

como adquirida al tratamiento endocrino y que la inhibición de esta vía es capaz de revertir esta 

resistencia en modelos celulares y de xenografts (229,242). Por otro lado, la inhibición de PI3K en 

monoterapia aumenta la dependencia a la vía del RE como un mecanismo de escape para lograr la 

supervivencia, lo que media resistencia a la inhibición de PI3K. Esta resistencia puede ser revertida 

si se emplea tratamiento antiestrogénico de forma simultánea (243).  

 

La interacción entre ambas vías es compleja y se produce a varios niveles. Por un lado,  diferentes 

quinasas, como las MAPK, o los efectores de la vía PI3K, AKT y S6K, pueden fosforilar directamente 

al RE activando la vía del RE de forma independiente de ligando (figura 20) (184). Por otro lado, existe 

una interacción y regulación de la señalización del RE mediante la fosforilación de proteínas 

correguladoras del RE por parte de receptores de factores de crecimiento, como sucede con la 

fosforilación de c-Jun mediada por la vía PI3K, tras la cual c-Jun se asocia a c-Fos para formar el 

complejo AP1 y regular la transcripción por la vía de señalización genómica no clásica (figura 20) 

(183). Además, existe una importante interacción cruzada entre PI3K y el RE a nivel de la membrana 

plasmática. El RE unido a la membrana plasmática aumenta los niveles de segundos mensajeros 

como el AMP cíclico e inicia rápidamente la activación de varias moléculas de señalización como IGF-

1R, EGFR, HER2, PI3K, MEK y Src (vía no genómica) (244).  

 

Además, la inhibición de PI3K es capaz de inducir un estado abierto de la cromatina en el loci del RE 

en modelos de cáncer de mama. La histona-lisina N-methyltransferasa 2D (KMT2D) es necesaria para 

el reclutamiento de FOXA 1, PBX1 y el RE en los loci diana del RE y la activación de la transcripción 

dependiente del RE. AKT se une y fosforila a KMT2D, atenuando la actividad metiltransferasa, 

induciendo una pérdida de unión de KMT2D a los genes diana del RE y una supresión de la 
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transcripción dependiente de RE (vía genómica), mientras que la inhibición de PI3K aumenta la 

actividad de KMT2D (223,245). 

 

La interacción multidireccional entre las vías del RE y la de PI3K, fundamentales ambas para la 

supervivencia de la célula mamaria RH positivo, explica la falta de eficacia de la monoterapia cuando 

existen mutaciones en PIK3CA. Esta interrelación proporciona un racional molecular para inhibir 

simultáneamente ambas vías en busca de un efecto sinérgico y un mayor control de la enfermedad 

(227). 

 

El valor pronóstico de las mutaciones de PIK3CA en cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo es 

algo controvertido. En estadios tempranos se ha sugerido que las pacientes con mutaciones pudieran 

presentar mayor supervivencia y, por el contrario, en el escenario metastásico las mutaciones 

parecen conferir peor supervivencia global y un menor beneficio de la quimioterapia (246–249). Por 

otro lado, no se ha observado que la presencia de mutaciones en PIK3CA condicione menor beneficio 

a los inhibidores de CDK4/6 (140).  

 

En el cáncer de mama HER2 positivo las mutaciones de PIK3CA han mostrado conferir peor 

pronóstico, sugiriendo una relación entre esta vía y la del receptor HER2, lo que ha proporcionado el 

racional para la realización de estudios con la combinación de anti-HER2 con inhibidores de la vía 

PI3K (250,251). 

 

 

4.3.2.2 Estudios clínicos  

 

Los estudios iniciales con inhibidores de PI3K se llevaron a cabo con fármacos pan-inhibidores como 

buparlisib o pictilisib que inhibían todas las isoformas de la subunidad catalítica. Estos fármacos en 

combinación con terapia endocrina mostraron beneficios modestos pero alta toxicidad, lo que limitó 

su desarrollo ulterior (252–254). Posteriormente, los inhibidores selectivos, como el inhibidor 

específico de la subunidad catalítica α, alpelisib, han mostrado actividad con mejor perfil de toxicidad 

(255). Alpelisib (BYL719; PIQRAY®, Novartis Pharmaceuticals) es un inhibidor -selectivo de PI3K, 

biodisponible por vía oral, 50 veces más potente frente a PI3K que otras isoformas, que ha 

demostrado sinergismo con fulvestrant en modelos preclínicos, en estudios fase I y recientemente 

en el ensayo de fase III SOLAR-1 (255,256).  

 

El estudio SOLAR-1, un ensayo de fase III aleatorizado, evaluó el tratamiento con alpelisib en 

combinación con fulvestrant frente a placebo con fulvestrant en 572 pacientes postmenopáusicas o 

varones que hubieran sido tratados previamente con un inhibidor de aromatasa y no hubieran 
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recibido quimioterapia para la enfermedad avanzada (255). El análisis de las mutaciones de PIK3CA 

se realizó mediante un test de Novartis basado en PCR y el kit QIAGEN therascreen® PIK3CA RGQPCR. 

Estas pruebas realizaban PCR múltiple a tiempo real sobre tejido parafinado derivado del tumor 

primario o de las metástasis y analizaban 11 mutaciones “hot spot" en PIK3CA (tabla 7) (257). 

 

Tabla 7. Mutaciones en PIK3CA analizadas por el kit QIAGEN therascreen® PIK3CA RGQ PCR y el test 
de PCR de Novartis en el estudio SOLAR-1. Imagen obtenida de Rugo et al. (257). 
 

En la cohorte de pacientes con mutación de PIK3CA alpelisib mostró una supervivencia libre de 

progresión de 11.0 meses frente a 5.7 meses (HR 0.65; IC 95% 0.50-0.85, p<0.001). La tasa de 

respuestas (26.6 frente a 12.8%) y el beneficio clínico (61.5 frente a 45.3%) también favorecieron al 

brazo de alpelisib con fulvestrant. La tasa de respuestas en la cohorte de mutaciones con enfermedad 

medible se duplicó (16.2 frente a 35.7%; p< 0.001). En el grupo de pacientes sin mutación en PIK3CA 

(n=231) alpelisib no mejoró la supervivencia libre de progresión de forma estadísticamente 

significativa, con 7.4 frente a 5.6 meses (HR 0.85; IC 95% 0.58-1.25) (255).  

 

En un análisis de subgrupos del ensayo SOLAR-1 también se observó un beneficio estadísticamente 

significativo en la supervivencia libre de progresión para alpelisib en pacientes con mutaciones en 

PIK3CA detectadas en sangre mediante el estudio de ctDNA, con una supervivencia libre de 

progresión en los pacientes con mutación de 10.9 con alpelisib frente a 3.6 meses con placebo (HR 

0.55; IC 95% 0.39-0.79; p<0.001) (258). El beneficio de administrar alpelisib fue constante en todos 

los subgrupos de pacientes. La supervivencia global, objetivo secundario del estudio, fue de 39.3 

meses comparada con 31.4 meses con solo fulvestrant, pero no resultó estadísticamente significativa 

(HR 0.86, IC 95% 0.64-1.15; p=0.15) (259).  

 

La combinación de fulvestrant con alpelisib recibió la aprobación de la FDA en mayo de 2019 junto 

con la prueba diagnóstica QIAGEN therascreen® PIK3CA RGQ PCR en muestras de tejido tumoral y/o 

en ctDNA como técnica para la selección de los pacientes (260,261). Sin embargo, sabemos que 
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existen otras mutaciones en PIK3CA que no forman parte del panel therascreen® pero que también 

podrían ser predictoras de beneficio al mismo (262,263). Si bien estas mutaciones no fueron 

consideradas en el estudio SOLAR-1, existen datos que apoyan su probable valor como 

biomarcadores predictivos de beneficio a la inhibición de PI3K (262–264). De hecho, la FDA aprobó 

también los test diagnósticos basados en secuenciación dirigida FoundationOne® CDx y 

FoundationOne® Liquid CDx, y la EMA dio la aprobación a alpelisib en julio de 2020 sin exigir una 

prueba específica para la detección de mutación (265,266). La puntuación obtenida por la ESMO – 

MCBS fue de 3.  

 

Las guías clínicas recomiendan el empleo de alpelisib en segunda línea (figura 20), tras la progresión 

a inhibidores de CDK4/6, dado el mayor beneficio mostrado por estos últimos (9,128). Aunque en el 

estudio SOLAR-1 solo 20 pacientes (6%) habían recibido previamente inhibidores de CDK4/6, 

también se observó beneficio en este grupo, con una supervivencia libre de progresión de 5.5 versus 

1.8 meses (HR 0.48, IC 95% 0.17-1.36) (258). El estudio fase II BYLieve llevado a cabo posteriormente 

también ha mostrado beneficio de alpelisib tras el empleo de inhibidores de CDK4/6, con el 50.4% 

de las pacientes sin progresión de enfermedad a los 6 meses y con una mediana de supervivencia 

libre de progresión de 7.3 meses (267). Esto es especialmente relevante dado el aumento de la 

probabilidad de aparición de mutaciones en PIK3CA tras el tratamiento endocrino con o sin 

inhibidores de CDK4/6, y el empleo generalizado en la práctica clínica de inhibidores de CDK4/6 en 

primera línea (229).  

 

4.4. Otros tratamientos aprobados 

 

Dada la relevancia de la vía PI3K-AKT-mTOR en el cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo y su 

implicación en el desarrollo de resistencia a la terapia endocrina se han desarrollado y estudiado 

numerosos fármacos dirigidos a inhibir distintos puntos de esta. Los primeros inhibidores de la vía 

PI3K que llegaron a la clínica fueron los inhibidores de mTORC1. Entre ellos, everolimus demostró 

beneficio en el estudio fase III BOLERO-2 donde pacientes postmenopáusicas con cáncer de mama 

RH positivo y HER2 negativo metastásico que hubieran progresado a un inhibidor de aromatasa no 

esteroideo eran aleatorizadas a recibir exemestano con o sin everolimus. La supervivencia libre de 

progresión fue de 6.9 frente a 2.8 meses (HR 0.43; IC 95% 0.35-0.54, p<0.001) (102). En base a estos 

resultados, everolimus fue aprobado y las guías clínicas recogen esta opción terapéutica tras la 

progresión a una primera línea hormonal (9,128,161). Además, everolimus no solo ha mostrado 

beneficio en combinación con exemestano si no también cuando se asocia con otra pareja de 

hormonoterapia como fulvestrant o tamoxifeno (268,269). 
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Everolimus no ha sido comparado directamente con alpelisib, sin embargo, recientemente se ha 

comunicado una comparación indirecta entre los dos estudios de registro (BOLERO-2 y SOLAR-1) en 

pacientes con mutación de PIK3CA que, tras ajustar las poblaciones por las principales variables 

pronósticas, sugiere mejores resultados para alpelisib y fulvestrant, aunque las conclusiones están 

muy limitadas por el escaso número de pacientes, por la diferente terapia endocrina utilizada 

(exemestano y fulvestrant, respectivamente) y porque en la rama de monoterapia en la población 

del BOLERO-2 los resultados son inferiores a los de la monoterapia en el estudio SOLAR-1 (267).  

 

En base a los datos disponibles hasta la fecha, aunque la secuencia óptima de tratamiento en cáncer 

de mama RH positivo y HER2 negativo es incierta, las guías apoyan el empleo de alpelisib junto con 

tratamiento endocrino tras la progresión a inhibidores de CDK4/6 en pacientes con mutaciones en 

PIK3CA, y everolimus con terapia endocrina en las pacientes sin mutación o estado mutacional no 

conocido (figura 20) (9,128). 

 

Además de la inhibición de mTORC1, se encuentran en desarrollo otros fármacos dirigidos frente a 

la vía PI3K-AKT-mTOR, como los inhibidores selectivos de AKT que previenen la activación de 

mTORC1 y con lo que se reportado actividad prometedora en pacientes con mutaciones en AKT1 

(270,271).  

 

Otras opciones terapéuticas para la enfermedad RH positivo y HER2 negativa más allá de la segunda 

línea incluyen otros tratamientos hormonales en monoterapia no empleados previamente (tabla 5). 

Abemaciclib también puede ser utilizado en monoterapia (220).  

 

Además de la terapia endocrina, existen distintas opciones citotóxicas ya mencionadas previamente. 

Las pacientes con mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2 pueden recibir tanto olaparib como 

talazoparib tras la progresión a terapia endocrina y a tratamiento con antraciclinas y/o taxanos 

recibidos en la neoadyuvancia, adyuvancia o en el escenario metastásico, salvo que la paciente no 

sea candidata a esta quimioterapia (9,128,272–275). La aprobación de ambos fármacos se basa en 

dos estudios fase III, OlimpiAD y EMBRACA, que demostraron beneficio de olaparib y talazoparib, 

respectivamente, en pacientes HER2 negativas con mutación germinal en BRCA1 o BRCA2 que habían 

recibido hasta 2-3 líneas previas (276,277). Ambos inhibidores de PARP demostraron aumento de 

supervivencia libre de progresión con respecto a la quimioterapia de elección del investigador con 

una tasa de respuesta de alrededor del 60%, frente a menos del 30% con quimioterapia y mejor perfil 

de toxicidad y calidad de vida (276,277).  
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5. Biomarcadores en cáncer de mama metastásico receptor hormonal positivo y HER2 negativo  

 

5.1. Biomarcadores predictores de beneficio a inhibidores de CDK4/6 

 

Aunque la incorporación de los inhibidores de CDK4/6 junto con el tratamiento endocrino ha 

supuesto un cambio de paradigma en el tratamiento de las pacientes con cáncer de mama RH 

positivo y HER2 negativo, mejorando globalmente su supervivencia, existe un 20% de pacientes que 

no obtiene ningún beneficio con el empleo de esta terapia. Sin embargo, aunque se han propuesto 

y estudiado diferentes biomarcadores, tanto genómicos, como basados en expresión génica y 

proteica o en cambios en el ctDNA, actualmente no se dispone de claros biomarcadores validados 

que permitan identificar a aquellas pacientes con resistencia intrínseca a inhibidores de CDK4/6 (278). 

Esto es particularmente desalentador dada la posible eficacia de formas alternativas de terapia en 

estas pacientes, incluyendo los inhibidores de PI3K, los inhibidores de mTOR, así como la 

quimioterapia. 

 

5.1.1. Biomarcadores basados en alteraciones de DNA 

 

Existe evidencia preclínica que sugiere que las alteraciones en RB1 o en otros genes reguladores del 

ciclo celular pueden conferir resistencia a los inhibidores de CDK4/6 (279). En la práctica clínica la 

pérdida de RB1 se ha asociado a resistencia intrínseca al tratamiento (280–283). Sin embargo, la 

aparición de esta alteración sucede en un porcentaje muy pequeño de casos, detectándose con 

frecuencia algo mayor, aunque inferior al 10%, durante el curso del tratamiento, por lo que pareciera 

estar más asociada al desarrollo de resistencias secundarias que intrínsecas (79,279,284). 

 

En un gran análisis combinado de los tres ensayos aleatorizados con ribociclib, MONALEESA-2, -3 y -

7, se analizó el ctDNA obtenido antes del inicio del tratamiento en 1503 pacientes mediante 

secuenciación con un panel dirigido de 557 genes (284). Los resultados de este estudio identificaron 

mutaciones en FRS2, MDM2, PRKCA, ERBB2, AKT1 E17K y BRCA1/2 como potenciales biomarcadores 

predictivos de mayor sensibilidad a ribociclib y mutaciones en CHD4, ATM o CDKN2A/2B/2C, como 

posibles biomarcadores de resistencia. Sin embargo, estos resultados son exclusivamente 

generadores de hipótesis y deben ser confirmados (284). 

 

En contraposición, otros estudios que han analizado biomarcadores relacionados con el ciclo celular 

(incluyendo la pérdida de CDKN2A), como las amplificaciones de ciclina D1 o ciclina E1, que también 

habían mostrado resultados prometedores en modelos preclínicos, no han confirmado su utilidad 

posteriormente en la práctica clínica (195,199,283,285–288). Se ha observado que otras alteraciones 
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relacionadas con el ciclo celular, como la amplificación de CDK6, podrían adquirirse durante el curso 

del tratamiento generando resistencias, pero no existe evidencia clara sobre su papel en la 

resistencia inicial (289). 

 

Las alteraciones que inactivan (mutaciones truncantes y delecciones homocigotas) FAT1, un gen 

supresor de tumores que codifica para una proteína cadherina de membrana que activa la vía Hippo, 

suprimiendo el crecimiento celular, se han asociado a incrementos en la expresión de CDK6 y 

resistencia a los inhibidores tanto a nivel preclínico como clínico (283). Aunque la frecuencia de estas 

alteraciones en tumores antes de iniciar el tratamiento con inhibidores de CDK4/6 es inferior al 2%, 

sí parece tratarse de un potencial biomarcador de resistencia intrínseca a los mismos (283). Por otro 

lado, mutaciones en otros genes, como PIK3CA, TP53, FGFR1 o ESR1, parecen presentan valor 

pronóstico, pero tampoco han mostrado ser predictoras de beneficio al tratamiento 

(207,283,284,288,290,291).  

 

5.1.2. Biomarcadores basados en expresión génica 

 

Se ha observado que los niveles de expresión de CCNE1, gen que codifica la ciclina E, podrían ser 

predictores de beneficio a inhibidores de CDK4/6. El complejo ciclina E-CDK2 puede sortear al 

complejo CDK4/6-ciclina D1 fosforilando a Rb, de manera que se libera E2F y se produce la progresión 

de la fase G1 a S (figura 23) (279). En un estudio de biomarcadores asociado al ensayo PALOMA-3 se 

objetivó un mayor beneficio de palbociclib en aquellas pacientes con bajos niveles de expresión de 

CCNE1 frente a aquellas con altos niveles, observándose una interacción estadísticamente 

significativa (292). Existe también evidencia derivada de ensayos en neoadyuvancia con inhibidores 

de CDK4/6 donde los altos niveles de expresión de CCNE1 se han asociado a un menor arresto del 

ciclo celular (279,293,294). Recientemente, un estudio de biomarcadores asociado al ensayo PEARL 

en 219 pacientes tratadas con palbociclib y fulvestrant o capecitabina, mostró también que los altos 

niveles de CCNE1 estaban asociados en el análisis multivariante a mayor riesgo de progresión en las 

pacientes tratadas con palbociclib y fulvestrant en comparación con capecitabina, mientras que no 

existían diferencias en los tumores con baja expresión de CCNE1. Sin embargo, el test de interacción 

no resultó estadísticamente significativo en este estudio (295). En el estudio MONALEESA-7 también 

se observó una tendencia a un mayor beneficio en supervivencia libre de progresión en las pacientes 

con bajos niveles de expresión de CCNE1 (296). Sin embargo, este beneficio no fue observado en los 

estudios PALOMA-2 ni MONALEESA-3 (297,298). En conjunto, los datos descritos no descartan un 

potencial beneficio de palbociclib, aunque probablemente menor, en el grupo con alta expresión de 

CCNE1, por lo que se requieren validaciones metodológicas y clínicas adicionales para dilucidar el 

papel de la expresión de CCNE1 como biomarcador de beneficio con inhibidores de CDK4/6 (292).  
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Además de CCNE1, la expresión de otros genes ha sido explorada con resultados algo contradictorios 

en algunos casos. En el estudio PALOMA-2 los bajos niveles de PD-1 se asociaron a mayor beneficio 

de palbociclib. Por otro lado, los tumores con mayor activación de vías de factores de crecimiento, 

como, aquellos con niveles de mRNA de FGFR2 y ERBB3 más altos, se asociaron también con un 

mayor beneficio. Asimismo, los análisis de expresión génica realizados en modelos preclínicos y en 

pacientes del estudio MONALEESA-2 mostraron que la baja expresión de FGFR1 se asoció a mayor 

beneficio de ribociclib (299).  Sin embargo, en el estudio MONALEESA-7, no se observaron diferencias 

en el beneficio de ribociclib en función de los niveles de FGFR1, tampoco en función de los de ESR1 

ni otros genes relacionados con la proliferación como MKI67. Sí se observó una tendencia a mayor 

beneficio en términos de supervivencia libre de progresión en pacientes con altos niveles de 

expresión de CCND1, IGFR1 y ERBB3 (296). Los análisis llevados a cabo en el estudio MONALEESA-3 

tampoco fueron sugestivos de mayor beneficio de ribociclib en función de la expresión de genes 

relacionados con la proliferación celular (como MKI67 o MYC), ni con la vía de CDK4/6 (como CCND1, 

CCND2, CCND3, CDK2, CDK4, CDK6, RB1 o TP53, entre otros), la vía de las MAPK (como KRAS) o con 

receptores tirosina quinasas (p.ej., EGFR, ERBB2-4 o FGFR1-4) (298). En conjunto, la evidencia actual 

no permite establecer claros biomarcadores a nivel de expresión de genes concretos.  

 

Por otro lado, se ha estudiado el valor del subtipo intrínseco tumoral como biomarcador predictivo 

de beneficio a inhibidores de CDK4/6. Dentro de la enfermedad RH positivo y HER2 negativo los 

subtipos no luminales presentan un peor pronóstico y predicen resistencia endocrina, pero, además, 

recientemente se ha observado que el subtipo basal-like parece no beneficiarse de palbociclib en el 

estudio PALOMA-2 ni de ribociclib en los diferentes ensayos MONALEESA (figura 26) 

(47,286,300,301). El subtipo HER2-enriched tampoco muestra un beneficio de palbociclib, aunque sí 

de ribociclib con una HR inferior incluso a la obtenida para los subtipos luminales en los estudios 

MONALEESA (figura 26) (302,303). Estos resultados, aunque prometedores, requieren validación 

para poder tener implicaciones en la práctica clínica.  
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Figura 26. Supervivencia libre de progresión según el subtipo intrínseco en el análisis combinado de 
las pacientes de los estudios MONALEESA-2, -3 y -7. Imagen obtenida de Prat et al. (304). PBO; 
placebo, RIB; ribociclib. 

 

 

5.1.3. Biomarcadores basados en expresión proteica 

 

Los niveles de positividad del RE analizados por inmunohistoquímica en los estudios PALOMA-2 y 

PALOMA-3 no mostraron asociación con el beneficio al tratamiento (305,306). Tampoco los niveles 

de expresión de las proteínas ciclina E1, ciclina D1, p16, CDK6 o Rb analizados por 

inmunohistoquímica han resultado predictivos de beneficio terapéutico (203,287,295,305,307).  

 

5.1.4. Dinámica precoz del ctDNA  

 

O´Leary et al. analizaron recientemente la utilidad de la dinámica temprana del ctDNA como 

biomarcador predictivo de beneficio al tratamiento en pacientes con cáncer de mama tratadas en el 

ensayo PALOMA-3 con fulvestrant y palbociclib o placebo. Se obtuvo plasma en tres momentos 

temporales (basal, en el ciclo 1 día 15 y en el momento de la progresión). Se analizaron 455 muestras 

basales con una PCR múltiple digital para cuatro de las mutaciones “hot spot” más frecuentes de 

PIK3CA en los exones 9 y 20 (E542K, E545K, H1047R y H1047L). Este análisis identificó 100 casos 

(22%) con una mutación en PIK3CA (medido por copias mutantes/mL). Se calculó una ratio entre las 

muestras basales y las muestras del ciclo 1 día 15 en 73 muestras pareadas (53 de las cuales 

recibieron fulvestrant y palbociclib). Se estableció un punto de corte a partir de la mediana de las 

ratios entre los dos puntos temporales y se observó que la reducción superior a la mediana se 

relacionaba con la supervivencia libre de progresión (HR 3.95, p=0.001). Las pacientes con una ratio 

de reducción inferior a la mediana (mayor descenso) a las 2 semanas presentaron mejor 

supervivencia libre de progresión (140). Posteriormente este punto de corte se perfeccionó 

mediante el índice C de Harrel, índice que mide la capacidad predictiva de un modelo, y se obtuvo 

un nuevo punto que separaba mejor los dos grupos pronósticos, el grupo con ratio superior al punto 
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de corte presentó una mediana de supervivencia libre de progresión de 4.1 meses (IC 95% 3.6–5.5) 

frente al grupo con ratio inferior al punto de corte, en el que la mediana de supervivencia libre de 

progresión fue de 11.2 meses (IC 95% 11.1–no alcanzado; HR 4.92; IC 95% 1.98–12.26, p<0.001, 

q<0.001) (figura 27). Los niveles iniciales de ctDNA con mutación de PIK3CA no resultaron asociados 

a la supervivencia libre de progresión en pacientes tratadas con palbociclib (140).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Gráfica Kaplan–Meier para supervivencia libre de progresión en pacientes que recibieron 
palbociclib y fulvestrant separadas por ratio alto o bajo utilizando el punto de corte optimizado por 
el índice C de Harrell. Imagen obtenida de O´Leary et al. (140). 
 
 
Por otro lado, en el estudio de O´Leary se analizó también la presencia de mutaciones en el dominio 

de unión al ligado de ESR1 (E380Q, S463P, L536R, Y537S, Y537C, Y537N y D538G) mediante otra PCR 

múltiple digital. Se identificó alguna mutación en 114 pacientes (25.6%), aunque solo 65 pacientes 

presentaban muestras pareadas. Se observó un descenso en el número de copias/ml tras 2 semanas 

de tratamiento, que fue más marcado en las pacientes que recibieron palbociclib. Sin embargo, a 

diferencia de lo que sucedía con PIK3CA, la ratio calculada a las 2 semanas del tratamiento no se 

asoció de forma significativa con la supervivencia libre de progresión (140).  

 

El estudio de O´Leary apoya el empleo del análisis de ctDNA como biomarcador útil para identificar 

aquellas pacientes que muestran resistencia intrínseca a inhibidores de ciclinas. Sin embargo, una 

limitación importante de esta estrategia es que solo una pequeña proporción de pacientes presentó 

una mutación en alguno de los 4 “hot spot” de PIK3CA analizados, lo que permitió el seguimiento y 

la monitorización de menos de un cuarto de las pacientes del estudio (140). Esta limitación 

dificultaría la generalización del empleo de este biomarcador a la mayoría de las pacientes con cáncer 

de mama metastásico RH positivo y HER2 negativo tratadas con inhibidores de CDK4/6. 
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Hrebien et al. estudiaron el momento óptimo para analizar la dinámica precoz del ctDNA en 

pacientes con cáncer de mama con RH positivo y HER2 negativo metastásico, tratadas con paclitaxel 

y capivasertib en el ensayo clínico BEECH (141). En primer lugar, se realizó secuenciación dirigida con 

un panel de 14 genes en plasma, lo que permitió detectar alteraciones en 16 de 34 pacientes. Se 

elaboraron pruebas PCR digitales personalizadas para monitorizar a estas 16 pacientes de forma 

semanal durante las 4 primeras semanas del primer ciclo. Se observó un descenso en el ctDNA desde 

el día 8, y el día 28 se identificó como el mejor momento para determinar el cambio en el ctDNA que 

discriminara a las pacientes con corta frente a larga supervivencia libre de progresión (141). Aunque 

este estudio apoya que el mejor punto temporal para establecer la variación de los niveles de ctDNA 

en cáncer de mama son las 4 semanas del inicio del tratamiento, esto podría ser solo aplicable al tipo 

de terapia utilizada en el estudio y no es posible generalizar esta afirmación al resto de tratamientos, 

como a los inhibidores de CDK4/6. 

 

Sin embargo, recientemente el estudio de Darrigues et al. en pacientes con cáncer de mama RH 

positivo y HER2 negativo metastásico tratadas con palbociclib y fulvestrant también ha apoyado que 

las 4 semanas son el mejor momento temporal para estudiar los cambios precoces en ctDNA en 

pacientes tratadas con inhibidores de CDK4/6, mostrado resultados diferentes al estudio de O´Leary 

(142). El trabajo de Darrigues comparó el nivel basal de ctDNA con dos momentos temporales 

diferentes, a los 15 y a los 30 días del inicio del tratamiento. Estos autores analizaron la presencia de 

mutaciones en tejido tumoral archivado con un panel de secuenciación dirigida de 15 genes (AKT1, 

ALK, BRAF, ERBB2, EGFR, FBXW7, HRAS, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MET, NRAS, PDGFRA y PIK3CA). 

En las pacientes en las que no se disponía de tejido se realizó un panel de secuenciación en plasma 

que incluía 39 genes (tabla 8). Las alteraciones detectadas se seguían posteriormente con una PCR 

digital personalizada que determinaba en plasma las mutaciones encontradas en tejido (142). 

 
Tabla 8. Listado de 39 genes analizados por secuenciación dirigida en muestras plasmáticas en el 
estudio de Darrigues et al. (142). 
 

AKT1 HRAS NOTCH2 ALK KDR NOTCH4 BRAF KEAP1 NRAS BRCA1 KIT PDGFRA BRCA2 

KRAS PIK3CA CTNNB1 MAP2K1 PTEN EGFR MAP2K4 PTPN11 ERBB2 MAP3K1 RET ERBB3 MET 

STK11 FBXW7 MTOR TP53 FGFR1 NF1 TSC1 FGFR2 NFE2L2 TSC2 FGFR3 NOTCH1 VHL 

 
El estudio analizó las ratios calculadas con los niveles medios de ctDNA (copias/mL) en el día 15 y en 

el día 30 con respecto a los niveles basales y mostró que una ratio inferior a 1 en el día 30 se asociaba 

con mejor supervivencia libre de progresión (25 versus 3 meses, HR 7.2; IC 95% 1.5–32.6, p=0.004) 

(figura 28), a diferencia de la ratio a los 15 días, que no mostró una asociación estadísticamente 

significativa con la supervivencia libre de progresión (142). Al igual que el estudio de O´Leary, los 

niveles de ctDNA basales no mostraron un impacto en la supervivencia libre de progresión.  
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Figura 28. Supervivencia libre de progresión en función de la ratio ≤ 1 o > 1 calculada en el día 30. 
Imagen obtenida de Darrigues et al. (142). PFS, progression free survival; bsl, basal. 
 
 
Los resultados obtenidos están limitados por el pequeño tamaño del estudio ya que, a pesar de que 

inicialmente participaron 61 pacientes, solo 53 disponían de tejido tumoral y solo en 22 de estas 53 

pacientes se encontró alguna alteración para elaborar la PCR digital personalizada. Se realizó 

secuenciación en plasma en 13 de las 31 pacientes en las que no se había encontrado ninguna 

alteración en tejido, lo que detectó alguna alteración en 3 pacientes más. En total 25 pacientes (41%) 

pudieron estudiarse con PCR digital en la muestra basal pero solo 17 y 19 presentaban muestras 

pareadas a los 15 y a los 30 días, respectivamente. Aunque los resultados apoyan el valor de la 

dinámica precoz del ctDNA como biomarcador predictivo de beneficio en pacientes tratadas con 

inhibidores de CDK4/6, de nuevo, como sucede en el trabajo de O´Leary, la estrategia propuesta sería 

aplicable en menos de la mitad de estas pacientes, dado que en un amplio porcentaje no consiguió 

detectarse ninguna alteración (142). 

 

Para que el estudio de la dinámica precoz de ctDNA pueda utilizarse en la práctica clínica como un 

biomarcador predictivo de beneficio en pacientes tratadas con inhibidores de CDK4/6 serán 

necesarias estrategias capaces de monitorizar a un mayor número de pacientes, además de estudios 

que confirmen y validen los resultados obtenidos hasta la fecha en los trabajos de O´Leary y 

Darrigues. Quedan, además, interrogantes abiertos respecto al mejor momento temporal para 

valorar la dinámica precoz del ctDNA y la metodología óptima para llevar a cabo el análisis de esta 

dinámica. 

 

Actualmente, por tanto, no se dispone de ningún biomarcador validado que pueda emplearse en la 

práctica para detectar, de forma temprana, qué pacientes no son candidatos al tratamiento con 

inhibidores de CDK4/6, lo que supone una necesidad clínica no cubierta.  
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5.2. Biomarcadores predictores de beneficio a inhibidores de PI3K 
 

Como se mencionaba previamente, la vía PI3K-AKT-mTOR puede ser activada por diferentes factores, 

donde destacan las alteraciones oncogénicas en PIK3CA, pero también en otros genes como PIK3R1, 

PTEN o AKT (39,241,308,309). Algunas de estas alteraciones, junto con otras, como las 

amplificaciones en FGFR1/2, las mutaciones en KRAS o TP53, se han estudiado como potenciales 

mecanismos de resistencia a los inhibidores de PIK3CA. Sin embargo, muchos de los estudios son 

retrospectivos y exploratorios, por lo que los resultados no son concluyentes (243,308–311). Entre 

todos estos biomarcadores, solo las mutaciones en PIK3CA han mostrado capacidad predictiva para 

el tratamiento con el inhibidor de PIK3 α-selectivo alpelisib en el escenario metastásico (255).  Sin 

embargo, una cuestión muy relevante es que sabemos que existen mutaciones en PIK3CA que no 

forman parte del panel therascreen® y que no han sido incluidas en el ensayo SOLAR-1, pero para las 

que se dispone de datos que apoyan su probable valor como biomarcadores predictivos de beneficio 

a la inhibición de PI3K. Por ejemplo, la mutación N345K, que no es capturada por therascreen®, está 

considerada como patogénica y oncogénica, confiere una ganancia de función y ha demostrado 

aumentar la sensibilidad a los inhibidores de PI3K en modelos preclínicos (262,263). Por otro lado, 

algunas mutaciones menos frecuentes, como la G1049R, han demostrado una fuerte actividad, 

similar a la variante “hot spot” E542K, en una plataforma de evaluación de mutaciones (263). 

 

En este sentido, es interesante destacar el subestudio retrospectivo de biomarcadores realizado 

mediante secuenciación de PIK3CA con FoundationOne® CDx en el ensayo SOLAR-1 donde se detectó 

alguna mutación en 239 pacientes, incluyendo 31 en las que el test therascreen® resultó negativo. 

Las pacientes mostraron beneficio de recibir alpelisib, aunque no se reportaron los datos separados 

de las 31 pacientes con mutaciones diferentes a las detectadas por therascreen® (312). 

 

Además, en este mismo ensayo se realizó otro análisis retrospectivo de biomarcadores en ctDNA 

recogido al inicio del estudio, donde se secuenció la región exónica completa de PIK3CA. En este 

estudio se dispuso de plasma en 381 pacientes (66.6%), de los cuales, 193 (50.7%) tenían una 

mutación en PIK3CA que fue detectable por PCR en el 87% de los mismos. De forma global, se 

observó un beneficio de alpelisib en términos de supervivencia libre de progresión en los 101 

pacientes con mutaciones en PIK3CA detectadas mediante secuenciación de ctDNA, sin embargo, en 

los 13 pacientes que presentaban alteraciones detectadas por secuenciación pero no por PCR este 

beneficio no fue observado (313). No obstante, no queda especificado qué mutaciones concretas 

fueron detectadas, y, dado el pequeño tamaño muestral, tampoco es posible extraer conclusiones a 

partir de estos hallazgos.  
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Un reciente estudio que pone énfasis en esta cuestión es el estudio observacional de vida real llevado 

a cabo entre enero/2011 y septiembre/2020 por Rugo et al. y presentado en ASCO de 2021 (264). El 

trabajo analizó el perfil genómico de 31 765 muestras de tejido y 1346 biopsias líquidas de pacientes 

estadounidenses con cáncer de mama en las que se secuenció PIK3CA de forma completa con 

FoundationOne® CDx y FoundationOne® Liquid CDx. El 35% de todas las muestras tisulares y el 31% 

de las biopsias líquidas albergaban al menos una mutación en PIK3CA. De estas, aproximadamente 

2/3 tenían exclusivamente mutaciones que habrían sido detectadas por el panel therascreen® 

utilizado en el ensayo SOLAR-1, el 10% de las muestras de tejido y el 14% de las biopsias líquidas 

presentaban mutaciones detectadas por el panel junto con mutaciones no detectadas por este, y el 

19% presentaba solo mutaciones no detectadas por el panel. Estas últimas pacientes, por tanto, no 

serían identificadas mediante estudios de PCR que analizaran solo las mutaciones “hot spot” como 

el test therascreen® (figura 29) (264).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Distribución de mutaciones en PIK3CA detectadas en el estudio de mundo real de Rugo et 
al. Imagen obtenida de Rugo et al. (264). SOLAR1m, mutación detectada por el panel therascreen®; 
OTHERm, mutación no detectada por el panel therascreen®. 
 

Las mutaciones más comunes en PIK3CA no analizadas en el SOLAR-1 fueron N345K, E726K y 

deleciones in-frame (dentro del marco de lectura traduccional) en el dominio de unión de la 

subunidad reguladora P85 y el dominio C2 (figura 30) (264). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Representación del gen PIK3CA y la frecuencia de las mutaciones detectadas por 
therascreen® en azul, y en naranja, las mutaciones predictoras de ser activadoras que no son 
detectadas por therascreen®. Imagen modificada de Rugo et al. (264). 
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Con la información clínica disponible en 1579 pacientes se comparó el empleo de alpelisib entre las 

pacientes que habían recibido un informe de perfil genómico con la presencia de una mutación en 

PIK3CA después de la aprobación de alpelisib por la FDA, observándose que el 28% de aquellas con 

mutaciones estudiadas en el SOLAR-1 fueron tratadas con alpelisib frente solo el 15% de las que 

presentaban mutaciones de PIK3CA fuera de este grupo de mutaciones (264). 

 

El número de pacientes sin mutaciones detectadas por el panel que fueron tratadas con alpelisib fue 

pequeño (n=36) e incluyó unos pocos casos con RH negativo y/o HER2 positivo. Por otro lado, muchas 

pacientes habían recibido múltiples líneas previas y algunas en combinaciones terapéuticas 

inusuales, como con abemaciclib, bicalutamida o tratamiento anti-HER2. Aunque los datos son 

inmaduros para muchas de las pacientes, se documentó una supervivencia libre de progresión de 

más de seis meses en al menos cinco pacientes, lo que sugiere un potencial beneficio de alpelisib en 

este grupo de pacientes con mutaciones no “hot spot” en PIK3CA (264). 

 

El trabajo de Rugo et al. muestra como las estrategias de secuenciación detectan mutaciones de 

PIK3CA en un mayor número de pacientes con cáncer de mama metastásico que las pruebas que 

analizan solo unos pocos “hot spot”. Estas mutaciones pueden variar en su oncogenicidad, en la 

capacidad de activar la vía PI3K y en la sensibilidad que generan a alpelisib, por lo que es fundamental 

su mejor caracterización funcional, además de recopilar evidencia clínica prospectiva para valorar su 

papel como biomarcadores, lo que tendrá implicaciones en la selección del tratamiento de las 

pacientes, pudiendo ofrecer a los candidatas la posibilidad de ser tratadas con un fármaco dirigido, 

oral, que retrase el empleo de quimioterapia.  

 

Resulta interesante señalar, además, que en estudios recientes se ha observado que los pacientes 

con doble mutación en PIK3CA podrían presentar un mayor beneficio de la inhibición de la vía (314). 

En modelos preclínicos se ha mostrado cómo estas dobles mutaciones producen una mayor 

activación de la vía PI3K, promoviendo aún más el crecimiento tumoral en comparación con las 

mutaciones únicas (314). Las dobles mutaciones actúan a través de varios mecanismos que 

incrementan la unión de la quinasa a la membrana y producen una mayor desinhibición de p110α 

por parte de p85α. Las parejas de dobles mutaciones descritas con mayor frecuencia suelen 

combinar una mutación “hot spot” junto con otra menos frecuente, como E726, E453 y M1043 

(264,314). Estas últimas mutaciones aparecen con más frecuencia descritas como dobles mutaciones 

que como mutaciones únicas en las bases de datos de cBioPortal y MSK-IMPACT. En estas bases casi 

todos los tumores con una segunda mutación en E726, E453 o M1043 presentan también una 

mutación en E542, E545 o H1047 (314). 
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Las dobles mutaciones parecen conferir mayor sensibilidad a los inhibidores de PI3K tanto en 

modelos preclínicos como clínicos, como muestran los resultados del ensayo clínico fase III 

SANDPIPER con fulvestrant en combinación con taselisib o placebo (314). En este estudio se realizó 

secuenciación de ctDNA y se observó que un 19% de pacientes presentaba dobles mutaciones en 

PIK3CA, frecuencia mayor a la observada en tejido archivado (12%). Las pacientes con mutaciones 

en PIK3CA en el brazo de taselisib obtuvieron una tasa de respuesta del 20.3% frente al 9.7% en el 

brazo de placebo (n=103) (p=0.020). Las pacientes con mutación única de PIK3CA en el brazo de 

taselisib (n=193) obtuvieron una tasa de respuestas del 18.0% comparada con 10.0% en el brazo de 

placebo (n=80), diferencia no estadísticamente significativa (p=0.10). Por el contrario, las pacientes 

con mutaciones múltiples (≥2 mutaciones) de PIK3CA tratadas con taselisb (n=43) consiguieron un 

30.2% de respuestas frente al 8.7% en el brazo de placebo (n=23) (p=0.049) (314). 

 

El papel de estas dobles mutaciones debería ser confirmado de forma prospectiva en estudios más 

amplios, de manera que su detección pudiera ayudar a seleccionar pacientes especialmente 

sensibles a la inhibición de PI3K. Sin embargo, a pesar de que los estudios de secuenciación completa 

detectan dobles mutaciones en 12-19% de los tumores RH positivo y HER2 negativo, la práctica 

habitual de secuenciar solo unos nucleótidos o unos pocos exones a lo largo del gen infraestima esta 

frecuencia, con reportes inferiores al 1% (315,316).  
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6. Estrategias futuras en el diagnóstico y tratamiento del cáncer de mama metastásico receptor 
hormonal positivo y HER2 negativo 

 

Como se ha mencionado previamente, el cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo es una 

enfermedad tremendamente heterogénea. En este complejo escenario los estudios basados en 

expresión génica han proporcionado información muy relevante con la identificación de los grandes 

4 subtipos intrínsecos que capturan buena parte de la diversidad biológica observada en cáncer de 

mama (29,32,49). La identificación de estos subtipos mediante el test PAM50 basado en RNA resulta 

clínicamente útil y se utiliza actualmente en la práctica de forma rutinaria para la toma de decisiones 

terapéuticas en el escenario de enfermedad localizada (31). En la enfermedad metastásica se ha 

observado que estas cuatro entidades moleculares pueden predecir también supervivencia y 

beneficio a fármacos, como muestran los resultados de los ensayos MONALEESA, entre otros 

estudios (50,303,317). Los subtipos no luminales presentan un claro peor pronóstico en comparación 

con los luminales, mayor resistencia hormonal y más sensibilidad a la quimioterapia 

(52,53,286,303,317). Por otro lado, se ha descrito mayor expresión de genes inmunes e infiltración 

estromal por TILs comparado con los subtipos luminales (Prat et al., no publicado), lo que tiene 

importantes implicaciones clínicas. Este conocimiento está permitiendo el desarrollo de ensayos 

clínicos dirigidos específicamente a cada uno de los subtipos dentro de la enfermedad RH positivo y 

HER2 negativo, como sucede, por ejemplo, en el ensayo TATEN (NCT04251169) donde se emplea 

inmunoterapia asociada a quimioterapia en tumores no luminales, o en el ensayo NEREA 

(NCT04460430) para pacientes con tumores HER2-enriched, que utiliza hormonoterapia junto con 

neratinib, un inhibidor de tirosina quinasa de HER2, permitiendo realizar un abordaje más 

personalizado en cada paciente. 

 

Más allá del conocimiento sobre la enfermedad aportado por el análisis del RNA, es importante 

considerar también otros aspectos, como la valiosa información que se obtiene a partir del estudio 

del DNA, lo que nos ha permitido identificar diferentes biomarcadores, como las mutaciones de 

PIK3CA, predictivas de respuesta a inhibidores de PI3Kα en la enfermedad RH positivo y HER2 

negativo metastásica (259). Recientemente, otras alteraciones en DNA, aunque mucho menos 

frecuentes, como las mutaciones de HER2, las fusiones de NTRK o las mutaciones germinales en 

BRCA1/2, han abierto oportunidades terapéuticas en estas pacientes, con la aprobación de neratinib 

para los tumores con mutación en HER2, entrectinib y larotrectinib para las fusiones de NTRK y de 

los inhibidores de PARP para las mutaciones en BRCA1/2 (276,277,318–321). El papel de los 

inhibidores de PARP en pacientes con mutaciones somáticas en BRCA1/2 y otras alteraciones de la 

vía de la recombinación homóloga se encuentra actualmente en estudio (NCT03990896, 

NCT03286842, NCT04053322). 
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Otras alteraciones, como las mutaciones en ESR1, AKT1 y ERBB3 o las amplificaciones en MDM2 se 

hallan también en investigación y todavía no se han aprobado fármacos dirigidos para ellas en el 

escenario del cáncer de mama metastásico (318). 

 

Por otro lado, la información derivada del estudio proteico cada vez presenta mayor relevancia, 

como muestran los interesantes resultados con fármacos inmunoconjugados dirigidos a proteínas 

específicas de membrana (322). En la enfermedad HER2 positiva ya disponemos del 

inmunoconjugado trastuzumab-emtansina (T-DM1) y en la triple negativa, de sacituzumab govitecan 

que recibió la aprobación por la FDA en abril de 2021, y aunque todavía no existe ningún 

inmunconjugado aprobado para la enfermedad RH positivo y HER2 negativo, existen numerosos 

fármacos en estudio, como trastuzumab deruxtecan (DS-8201) para los tumores HER2-low (aquellos 

con inmunohistoquímica de HER2 1+ o 2+), patritumab-deruxtecan (HER3-DXd; U3-1402), dirigido 

frente a HER3, o CX-2009 dirigido frente a CD166, entre otros (323–328). Son necesarios más estudios 

que identifiquen nuevos biomarcadores proteicos candidatos para el diseño de futuros 

inmunoconjugados selectivos y seguros (322). 

 

Es importante mencionar también otras estrategias terapéuticas en investigación, como el empleo 

de inmunoterapia que tradicionalmente se ha considerado una opción poco efectiva para el cáncer 

de mama RH positivo y HER2 negativo al considerarse un tumor “frío”, pero cada vez tenemos más 

evidencia de que determinados subgrupos de pacientes podrían beneficiarse de la misma, como 

aquellos que presentan un subtipo no luminal, hipótesis que está siendo testada en el estudio TATEN 

(NCT04251169), o aquellos con alta expresión de PD-1, que se está estudiando en el ensayo 

ACROPOLI (NCT04802876) con spartalizumab en múltiples tipos tumorales (329–332). 

 

Existen datos preclínicos que apoyan también la combinación de inhibidores de CDK4/6 con 

inmunoterapia en cáncer de mama. En modelos murinos se ha mostrado como los inhibidores de 

CDK4/6 inducen una regulación al alza de genes relacionados con el procesamiento y presentación 

antigénica así como un aumento de la presencia de TILs (333). Estudios en pacientes con RH positivo 

y HER negativo con abemaciclib sugieren que la combinación con inmunoterapia pudiera ser más 

efectiva que el tratamiento en monoterapia (220,334,335). Actualmente se encuentran en marcha 

estudios que combinan estas dos terapias en el escenario metastásico (NCT04591431, NCT02779751, 

NCT02778685, NCT03147287) y que arrojarán luz sobre la posibilidad de utilizar la inmunoterapia en 

este contexto. 

 

Por otro lado, en primera línea, otras novedosas estrategias de combinación se han sugerido como 

prometedoras. Algunos datos preclínicos apoyan que la triple terapia, combinando tratamiento 
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hormonal, inhibidores de CDK4/6 e inhibición de PI3Kα, podría prevenir el desarrollo de resistencia 

adquirida a los inhibidores de CDK4/6 (279). Actualmente diferentes estudios se encuentran en 

marcha estudiado la viabilidad y utilidad de esta combinación (NCT02684032, NCT03377101, 

NCT04191499) en contraposición con la estrategia consistente en exponer a las pacientes a estos 

agentes de forma secuencial, reservando la inhibición de PI3Kα para aquellos que albergan una 

mutación después de la exposición a la inhibición de CDK4/6. 

 

Otras interesantes combinaciones de inhibidores de CDK4/6 con fármacos que actúan sobre vías de 

resistencia se encuentran en estudio, como la asociación con inhibidores de AKT1 (NCT03959891), 

con inhibidores de FGFR1 (NCT03238196, NCT04024436) o con inhibidores de PARP (NCT03685331), 

para las que tendremos resultados en los próximos años.  

 

Dado el amplio y creciente abanico de opciones terapéuticas con el que nos encontramos será 

fundamental disponer de claros biomarcadores que permitan seleccionar de una forma 

personalizada la mejor opción de tratamiento para cada paciente. 

 

Otro aspecto importante, además de la comentada heterogeneidad interindividual que caracteriza 

al cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo, es la heterogeneidad intraindividual, con diferencias 

dentro de un mismo tumor y/o entre las diversas lesiones metastásicas de un mismo paciente; y la 

heterogeneidad temporal, por la cual el tumor va adquiriendo nuevas alteraciones a lo largo de la 

evolución de la enfermedad (96,99,100,336,337). Este aspecto pone en relevancia la trascendencia 

de la rebiopsia tisular que aporta información de las características del tumor en el momento actual. 

Lamentablemente no siempre es factible realizar biopsias de tejido y la repetición de estas conlleva 

riesgos para el paciente. En este sentido, la biopsia líquida puede aportar gran información sin la 

necesidad de someter al paciente a una cruenta biopsia de tejido. La biopsia líquida ha comenzado 

a emplearse en la práctica clínica para el diagnóstico molecular, como, por ejemplo, para la detección 

de mutaciones de PIK3CA que permite el empleo de alpelisib, y, además, también puede resultar 

muy útil para el análisis de los cambios en la dinámica del ctDNA en el tiempo, lo que es objeto de 

análisis de esta tesis doctoral.  

 

Aunque la biopsia líquida tiene indudables ventajas, todavía no es el “gold standard” para el 

diagnóstico anatomopatológico del tumor y no puede sustituir completamente a la biopsia de tejido. 

Por otro lado, el empleo de la biopsia líquida en los diferentes centros sanitarios no está regulado de 

la misma manera que lo está la utilización de fármacos y lamentablemente el acceso a este recurso 

no está disponible por igual en todos los pacientes en el escenario nacional, un aspecto que la 

comunidad científica deberá abordar en el futuro. 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02684032?term=PI3K&cond=Breast+Cancer+Stage+IV&draw=4&rank=68
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03377101?term=PI3K&cond=Breast+Cancer+Stage+IV&draw=4&rank=28
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04191499?term=PI3K&cond=Breast+Cancer+Stage+IV&draw=4&rank=21
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Finalmente, para poder entender el cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 negativo de 

una forma más holística y ofrecer un mejor abordaje terapéutico a nuestras pacientes 

probablemente resulte clave la integración de todo el conocimiento derivado de los estudios 

genómicos, transcriptómicos, proteómicos, de datos del microambiente tumoral, como la infiltración 

inmune, así como de la información derivada del ctDNA, más que el análisis, quizá reduccionista, de 

cada uno de estos aspectos por separado, incapaz de explicar la complejidad total de la enfermedad 

(338).  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Hipótesis: 

 

Existen dos puntos clave para la optimización del tratamiento de las pacientes con cáncer de mama 

avanzado RH positivo y HER2 negativo mediante la mejor predicción de beneficio terapéutico: 

 

1) La dinámica precoz del ctDNA, analizada a las 4 semanas tras el inicio del tratamiento con 

inhibidores de CDK4/6 y terapia endocrina mediante un panel de secuenciación dirigida, 

constituye un biomarcador temprano de beneficio terapéutico y de supervivencia. 

 

2) Existe un alto porcentaje de pacientes con mutaciones en PIK3CA que no son detectadas por el 

panel therascreen® aprobado por la FDA, por lo que se trata de un biomarcador subóptimo para 

detectar a las pacientes que podrán beneficiarse del tratamiento con inhibidores de PI3Kα. 
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Objetivos: 

 

1) Objetivo 1 general: Determinar si la dinámica precoz de ctDNA tras el inicio de tratamiento con 

inhibidores de CDK4/6 y terapia endocrina (a las 4 semanas), analizada con un panel de secuenciación 

dirigida de 74 genes, se asocia a supervivencia libre de progresión en una cohorte de pacientes con 

cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 negativo tratadas en el Hospital Clinic de Barcelona. 

 

Objetivos específicos: 

 

• Objetivo 1.1: Determinar si la ratio entre los niveles de ctDNA tras 4 semanas de tratamiento y los 

niveles basales se asocia a supervivencia libre de progresión. 

 

• Objetivo 1.2: Determinar si los niveles de ctDNA tras 4 semanas de tratamiento se asocian a 

supervivencia libre de progresión. 

 

• Objetivo 1.3: Determinar si los cambios absolutos en los niveles ctDNA tras 4 semanas de tratamiento 

se asocian a supervivencia libre de progresión. 

 

Objetivos secundarios: 

 

• Objetivo S1.1: Determinar si los niveles de ctDNA basales se asocian a supervivencia libre de 

progresión. 

 

• Objetivo S1.2: Determinar si la dinámica de ctDNA tras 4 semanas del inicio del tratamiento se asocia 

a supervivencia global. 

 

• Objetivo S1.3: Determinar si los niveles del marcador tumoral CA 15-3 basales, a las 4 semanas de 

tratamiento y la ratio entre ambos momentos se asocia a supervivencia libre de progresión. 

 

• Objetivo S1.4: Validar los resultados anteriores en una segunda cohorte multicéntrica independiente 

de pacientes con cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 negativo tratadas en el Hospital 

Clinic de Barcelona, Hospital Germans Trias i Pujols, Hospital de Cremona en Italia y Hospital 

Universitario 12 de Octubre. 

 

• Objetivo S1.5: Determinar si la dinámica de ctDNA tras 2 semanas de tratamiento se asocia a 

supervivencia libre de progresión y a supervivencia global en la segunda cohorte. 
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• Objetivo S1.6: Determinar si la dinámica de ctDNA tras 4 semanas del inicio del tratamiento se asocia 

con el subtipo intrínseco determinado por PAM50 en ambas cohortes combinadas. 

 

• Objetivo S1.7: Describir la presencia de mutaciones y CNV detectados en pacientes con cáncer de 

mama metastásico RH positivo y HER2 negativo en ambas cohortes. 

 

 

2) Objetivo 2 general: Evaluar la proporción de mutaciones en PIK3CA en cáncer de mama metastásico 

RH positivo y HER2 negativo y el porcentaje que no sería detectado por el panel therascreen®. 

 

Objetivos específicos: 

 

• Objetivo 2.1: Evaluar el espectro de mutaciones de PIK3CA in silico en 10 estudios disponibles 

públicamente con datos de pacientes con cáncer de mama y la proporción de mutaciones que 

capturaría el panel therascreen® en estas pacientes. 

 

• Objetivo 2.2: Explorar la distribución de mutaciones de PIK3CA y la proporción que no detectaría 

therascreen® en las dos cohortes de pacientes con cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 

negativo empleadas para la consecución del objetivo 1, estudiadas mediante análisis de ctDNA con 

un panel de secuenciación dirigida de 74 genes. 
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MÉTODOS Y RESULTADOS 

 

Tesis en formato de compendio de artículos: 

 

1. Primer trabajo:  

 

Circulating tumor DNA dynamics in advanced breast cancer treated with CDK4/6 inhibition 

and endocrine therapy. 

Olga Martínez-Sáez, Tomás Pascual, Fara Brasó-Maristany, Nuria Chic, Blanca González-

Farré, Esther Sanfeliu, Adela Rodríguez, Débora Martínez, Patricia Galván, Anna Belén 

Rodríguez, Francesco Schettini, Benedetta Conte, Maria Vidal, Barbara Adamo, Antoni 

Martínez, Montserrat Muñoz, Reinaldo Moreno, Patricia Villagrasa, Fernando Salvador, Eva 

M. Ciruelos, Iris Faull, Justin I. Odegaard and Aleix Prat. 

npj Breast Cancer 2021; 7:8; https://doi.org/10.1038/s41523-021-00218-8 

Área conocimiento: Oncología 

Factor de impacto: 6.923 (2020) 

Cuartil: Primero 

Otras métricas:  

- Attention score 39 (percentil 94%, puntuación alta en comparación con otros 

artículos de la misma edad). 

- Accesos al artículo: 2158 

- Citaciones: 1 (Web of Science), 1 (Google scholar) 

 

 

 

2. Segundo trabajo: No publicado 

 

Independent validation of circulating tumor DNA dynamics to predict survival in advanced 

hormone receptor positive/HER2-negative breast cancer treated with CDK4/6 inhibitors and 

endocrine therapy in a multicentric cohort 

 

 

3. Tercer trabajo:  

 

Frequency and spectrum of PIK3CA somatic mutations in breast cancer 

Olga Martínez-Sáez, Nuria Chic, Tomás Pascual, Barbara Adamo, Maria Vidal, Blanca 

González-Farré, Esther Sanfeliu, Francesco Schettini, Benedetta Conte, Fara Brasó-

Maristany, Adela Rodríguez, Débora Martínez, Patricia Galván, Ana Belén Rodríguez, 

Antonio Martinez, Montserrat Muñoz and Aleix Prat. 

Breast Cancer Research 2020; https://doi.org/10.1186/s13058-020-01284-9 

Área conocimiento: Oncología 

https://doi.org/10.1038/s41523-021-00218-8
https://doi.org/10.1186/s13058-020-01284-9
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Factor de impacto: 6.466 (2020) 

Cuartil: Primero 

Otras métricas:  

- Attention score 31 (percentil 91%, puntuación alta en comparación con otros 

artículos de la misma edad). 

- Accesos al artículo: 8344 

- Citaciones: 25 (Web of Science), 37 (Google scholar) 

 

 

 

  

http://gateway.webofknowledge.com/gateway/Gateway.cgi?GWVersion=2&SrcApp=PARTNER_APP&SrcAuth=SPRINGER&KeyUT=WOS:000536133100001&DestLinkType=FullRecord&DestApp=WOS_CPL&UsrCustomerID=59e483fb086408d0f6f7edc9be340623
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Primer trabajo: Circulating tumor DNA dynamics in advanced breast cancer treated 
with CDK4/6 inhibition and endocrine therapy 
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Segundo trabajo: Independent validation of circulating tumor DNA dynamics to predict 
survival in advanced hormone receptor positive/HER2-negative breast cancer treated 

with CDK4/6 inhibitors and endocrine therapy in a multicentric cohort 
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Tercer trabajo: Frequency and spectrum of PIK3CA somatic mutations in breast cancer 
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DISCUSIÓN 

 

El cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo representa aproximadamente el 70% de los nuevos 

diagnósticos de cáncer de mama y es la causa de la mayoría de las recurrencias y muertes por esta 

enfermedad (21). Aunque la mayoría de las pacientes se diagnostican en estadios localizados, 

aproximadamente un 20-30% de las pacientes con cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo 

presenta una recaída metastásica (17,160). La supervivencia global en el escenario metastásico se 

sitúa alrededor de los 5 años, lo que refleja el gran impacto que la enfermedad tiene en la comunidad 

y, por lo tanto, la necesidad de mejorar nuestra comprensión de la biología de estos tumores y de 

identificar nuevas terapias o enfoques terapéuticos para aumentar la supervivencia y calidad de vida 

de las pacientes (209). 

 

En los últimos años se han producido dos importantes mejoras en el panorama terapéutico de esta 

enfermedad; tres inhibidores de CDK4/6 han sido aprobados en primera línea, y en líneas sucesivas 

cuando no han sido administrados previamente, y también un inhibidor de PI3Kα, alpelisib, en 

pacientes con tumores con mutaciones en PIK3CA, lo cual es relevante dada la alta frecuencia de 

estas mutaciones en cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo, especialmente tras haber recibido 

terapia endocrina (209,260).  

 

Sin embargo, aunque los inhibidores de CDK4/6 se han convertido en el tratamiento estándar en 

primera línea, no todas las pacientes se benefician de esta terapia y la enfermedad finalmente 

progresa en todas ellas. Los mecanismos de resistencia son múltiples y a pesar de que actualmente 

existe un amplio desarrollo de investigación en este campo, no disponemos todavía de 

biomarcadores validados con la capacidad de identificar resistencias intrínsecas o tempranas, lo que 

representa un área de necesidad clínica no cubierta.  

 

Se ha sugerido que la dinámica precoz del ctDNA después de 2-4 semanas de tratamiento con 

inhibidores de CDK4/6 podría ser un predictor temprano de beneficio terapéutico. Esta cuestión es 

abordada por el primer y segundo trabajos. El análisis de la dinámica precoz de ctDNA podría ayudar 

a estratificar a las pacientes en grupos pronósticos lo que resultaría útil para la selección de las 

pacientes candidatas a mantener o cambiar el tratamiento de forma temprana y también para el 

diseño de ensayos clínicos con nuevas estrategias terapéuticas.  

 

Por otro lado, el análisis de ctDNA mediante secuenciación dirigida también puede detectar la 

presencia de mutaciones de PIK3CA que permitiría el empleo de un inhibidor de PI3Kα en estas 

pacientes. Actualmente, el uso del inhibidor de PI3Kα alpelisib está subordinado a la presencia de 
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mutaciones de PIK3CA, sin embargo, el test therascreen® aprobado por la FDA detecta solo 11 de 

estas mutaciones. El tercer trabajo analiza la distribución de las mutaciones de PIK3CA en cáncer de 

mama, tanto in silico como en las dos cohortes de pacientes con cáncer de mama RH positivo y HER2 

negativo metastásico estudiadas en el primer y segundo trabajos, y evalúa el porcentaje de casos 

que no serían detectados por esta prueba y, por tanto, no podrían beneficiarse del tratamiento. 

 

Primer y segundo trabajos: “Circulating tumor DNA dynamics in advanced breast cancer treated 

with CDK4/6 inhibition and endocrine therapy” y “Independent validation of circulating tumor 

DNA dynamics to predict survival in advanced hormone receptor positive/HER2-negative breast 

cancer treated with CDK4/6 inhibitors and endocrine therapy in a multicentric cohort” 

 

Los resultados del primer y segundo trabajos confirman la primera hipótesis de esta tesis doctoral. 

La dinámica precoz de ctDNA, a las 4 semanas tras el inicio de tratamiento con inhibidores de CDK4/6 

y terapia endocrina, analizada con el panel de secuenciación dirigida de 74 genes Guardant360®, se 

asocia a supervivencia libre de progresión en pacientes con cáncer de mama metastásico RH positivo 

y HER2 negativo.  

 

Como se comentó ya en la introducción, se han descrito muy diversas formas de medir los cambios 

en el ctDNA en distintos tumores tratados con diferentes terapias, sin que exista un método 

estandarizado para ello. En nuestro estudio optamos por utilizar un enfoque imparcial y analizar 

cualquier mutación somática detectada al inicio del estudio con una VAF por encima de 0.4% y seguir 

sus niveles durante la terapia. Para capturar la magnitud de la respuesta por ctDNA decidimos tomar 

la proporción o ratio de cada alteración detectada y calcular la media de las ratios (en pacientes con 

más de una alteración) para resumir todas las ratios potenciales entre el C2D1 y el C1D1, una 

metodología muy similar a la propuesta por otros estudios como el de Zhang et al. (139). De esta 

manera, nuestro enfoque no se basa en genes o mutaciones específicas, a diferencia de otros 

estudios que eligen solo una mutación o la mutación con mayor VAF, ya que consideramos que esta 

metodología pierde gran cantidad de información.  De hecho, en el primer trabajo, aunque el VAFR 

analizado solo con la mutación más frecuente se asoció de forma estadísticamente significativa a la 

supervivencia libre de progresión, el índice C de Harrel fue considerablemente inferior al obtenido 

con el mVAFR y con el mVAFR_log (0.58, 0.66 y 0.63, respectivamente). El VAFR calculado solo con 

la mutación más frecuente no presentó asociación estadísticamente significativa con la supervivencia 

global, mientras que sí se observó esta asociación tanto con el mVAFR como con el mVAFR_log. 

 

Un aspecto muy relevante de nuestra metodología es que el mVAFR se asoció significativamente con 

la supervivencia libre de progresión en variable continua, mientras que los otros métodos analizados 
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en el mismo conjunto de datos, como la VAF media basal, la VAF media en C2D1 o el cambio absoluto 

o delta de la VAF media entre ambos puntos no presentaron dicha asociación con la supervivencia 

libre de progresión en variable continua. Por lo tanto, en las dos series nuestro método basado en el 

mVAFR predice mejor la supervivencia libre de progresión en comparación con otros métodos 

utilizados en diferentes estudios para analizar la dinámica de ctDNA.  

 

Sin embargo, la metodología utilizada con el mVAFR presenta también inconvenientes. Dado que es 

un cociente, sus valores son inestables para mutaciones con VAF basales bajas (denominadores 

pequeños); como tal, un pequeño aumento absoluto en la VAF de dicha mutación en C2D1 (que 

puede ocurrir debido a variaciones temporales del ctDNA no relacionadas con la enfermedad) podría 

proporcionar una media aritmética sesgada hacia un mVAFR alto sobre todo en pacientes con 

pequeño número de mutaciones detectadas. Por ejemplo, podríamos encontrar a un paciente con 

dos mutaciones (una mutación clonal: m1 y una mutación subclonal: m2) con VAF basales del 10% y 

0.4% y VAF C2D1 del 0.5% y 0.8%, respectivamente. Esto correspondería a VAFR_m1=0.05 [0.5 / 10] 

y VAFR_m2=2 [0.4 / 0.8]. El mVAFR de este paciente sería 1.025 [(0.05 + 2) / 2] y este paciente sería 

clasificado en el grupo de mVAFR alto. Esta podría suponer una evaluación incorrecta de la respuesta 

del ctDNA considerando la marcada disminución que se ha producido en la VAF de la mutación clonal 

de 10 a 0.5%, lo cual probablemente sea mucho más relevante que el pequeño aumento absoluto 

en la VAF de la mutación subclonal de 0.4 a 0.8%. Si bien este patrón de comportamiento de 

mutaciones solo se produjo en 1 de los 45 pacientes del primer trabajo y en 5 de los 120 del segundo, 

para abordar el potencial problema asignamos valores de mVAFR límites de 10 y 0.1 cuando el 

denominador era muy alto o bajo, respectivamente, corrigiendo así las proporciones asimétricas. 

Además, la exclusión de casos con VAF<0.4% en los dos momentos temporales limita parcialmente 

este problema. No obstante, estas estrategias de mitigación no cubren todos los casos posibles y 

otra posibilidad potencialmente más equitativa para valorar los cambios de ctDNA consiste en 

calcular el logaritmo de cada razón y luego la media de los logaritmos (mVAFR_log). De esta manera 

el valor de VAFR=1 se corresponde con el 0 en escala logarítmica. Así, para el ejemplo anterior 

tendríamos que el logaritmo de 0.5/10=-1.3 y el logaritmo de 0.8/0.4=0.3, con lo que el mVAFR_log 

[(-1.3 + 0.3) / 2]=-0.5. A diferencia de lo que sucedía con el mVAFR este valor indica un descenso 

global en la media de las VAF tras un ciclo de tratamiento, dando más peso al gran descenso 

producido en la mutación clonal m1.  

 

Dadas las ventajas del método logarítmico investigamos la posibilidad de emplear el mVAFR_log y 

calculamos el coeficiente de correlación entre ambas puntuaciones (mVAFR y mVAFR_log) que 

resultó del 0.94 en el primer trabajo y del 0.96 en el segundo. Como cabía esperar, este método de 

puntuación también se asoció con la supervivencia libre de progresión de forma estadísticamente 
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significativa. La puntuación de concordancia Kappa entre los grupos de pacientes clasificados según 

el mVAFR y los grupos de pacientes basados en el mVAFR_log fue de 0.88 en el primer trabajo y de 

0.86 en el segundo. Por tanto, podríamos utilizar indistintamente el mVAFR o el mVAFR_log, que en 

realidad es una medida probablemente más equitativa para valorar tanto los ascensos como los 

descensos de VAF tras un ciclo de tratamiento. 

 

Es importante señalar que la división en grupos pronósticos determinados por los puntos de corte 

del mVAFR de 1 y 0.3 es arbitraria. Dado que el mVAFR se encontró asociado con la supervivencia 

libre de progresión como una variable continua, los puntos de corte se eligieron con fines de 

visualización y facilitación de la comprensión de los datos. El primer trabajo, con solo 45 pacientes, 

no intenta definir los umbrales óptimos. En el segundo trabajo, con un grupo más grande, de 68 

pacientes, se exploró ad hoc el mejor punto de corte mediante la metodología “maximal selected 

rank statistics” para definir dos grupos pronóstico en función de la supervivencia libre de progresión. 

Se objetivó que el mejor punto de corte según el mVAFR era 0.22, y de -0.75 según el mVAFR_log. 

 

En el momento de la publicación del primer trabajo no se presentaron datos de supervivencia global 

debido al corto seguimiento, pero con un seguimiento de más de dos años se observa que la dinámica 

precoz de ctDNA se asocia a supervivencia global en la primera cohorte (primer trabajo) tanto en 

variable continua (p=0.009) como por grupos de mVAFR (p=0.006 cuando se compara el grupo 

mVAFR-high vs mVAFR-low) en el análisis multivariante ajustado por número de línea de tratamiento 

y hormonosensibilidad.  

 

Los resultados de la cohorte 2 (segundo trabajo) validan los resultados observados en el primer 

trabajo, de manera que la dinámica precoz del ctDNA aporta un valor pronóstico más allá de las 

variables clínicas pronósticas conocidas en dos cohortes independientes de pacientes.  

 

Un aspecto importante que cabe destacar es el alto porcentaje de pacientes, 96% (43 de 45) y 94% 

(113 de 120) en el primer y segundo trabajos, respectivamente, que presentaron ctDNA detectable 

en alguno de los dos momentos temporales. Estos datos superan incluso lo reportado por el estudio 

de Davis et al. en 2020 que incluyó 255 pacientes con cáncer de mama metastásico donde se analizó 

la presencia de ctDNA con el panel de Guardant360® de 73 genes y que detectó ctDNA en el 89% de 

las pacientes y coinciden con los datos del estudio plasmaMATCH publicados recientemente donde 

también se utilizó el panel de Guardant360® y se detectó ctDNA en el 93% de los casos (78,79). De 

igual manera, la detección resultó positiva en el 86% de las pacientes en el estudio de Bettegowda 

que incluyó 14 pacientes con cáncer de mama metastásico y donde también se analizó la presencia 

de ctDNA medida por secuenciación dirigida con un panel de 100 genes (71).  
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La capacidad de detección de ctDNA es mucho menor en estudios donde se utiliza PCR digital para 

analizar un número limitado de genes, como muestra el estudio de O´Leary que analizaba solo 

mutaciones en 4 “hot spot” de PIK3CA y en 7 de ESR1, y donde se detectó alguna mutación en PIK3CA 

en el 22% de las pacientes y en ESR1, en el 25.6%. El estudio de Darrigues en pacientes con cáncer 

de mama RH positivo y HER2 negativo metastásico tratadas con palbociclib y fulvestrant también 

presentó dificultades en la capacidad de analizar la dinámica de ctDNA en todas las pacientes, ya que 

solo se pudo analizar la presencia de ctDNA en el 41% de estas. Como se comentó en la introducción, 

en este estudio se utilizó PCR digital en las pacientes que presentaban alguna mutación en alguno de 

los 15 genes analizados previamente en tejido. Solo se disponía de tejido tumoral en 53 de las 61 

pacientes y solo en 22 de estas 53 se encontró alguna alteración para elaborar la PCR personalizada. 

En 13 de las 31 pacientes en las que no se encontró ninguna alteración en tejido se realizó 

secuenciación en plasma analizando 39 genes, lo que detectó alguna alteración solo en 3 pacientes 

más (23%), una proporción de positividad sorprendentemente baja en comparación con los estudios 

previamente mencionados (142). 

 

Como se observa, la estrategia de detección de solo un número limitado de mutaciones conocidas a 

priori en genes concretos mediante PCR digital limita de forma considerable la cantidad de pacientes 

en los que se detecta positividad de ctDNA y, por tanto, en los que es posible analizar su dinámica, 

dificultando la futura aplicación en la práctica clínica del estudio del ctDNA en la monitorización de 

los pacientes.  

 

Un problema añadido que presentan las estrategias que utilizan PCR diseñadas según las alteraciones 

detectadas en tejido es que estas técnicas no tienen en cuenta la heterogeneidad tumoral. Esta 

heterogeneidad no queda recogida si se analiza una única lesión de tejido metastásico en un solo 

momento temporal, como muestra el estudio plasmaMATCH que detectó una correlación entre la 

PCR de tejido y la PCR en sangre del 98% cuando las muestras eran contemporáneas pero que bajaba 

al 85% en muestras de momentos temporales discordantes (100).  

 

En conjunto, nuestra estrategia de secuenciación dirigida a los principales genes alterados en cáncer 

de mama permite detectar la presencia de alteraciones en casi todas las pacientes metastásicas sin 

necesidad de conocer a priori las mutaciones existentes en el tumor con lo que es posible realizar 

una monitorización de la gran mayoría de los pacientes. Además, la secuenciación con panel evita la 

necesidad de elaborar PCR dirigidas que no contemplan las mutaciones adquiridas en las diferentes 

lesiones metastásicas, sobre todo si están elaboradas con el tumor primario. 
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Por otro lado, es importante mencionar que, aunque en los dos trabajos la tasa de detección de 

ctDNA es alta, en ambos se detecta un grupo de pacientes en las que todas las mutaciones se 

presentan con una VAF inferior a 0.4% en los dos momentos temporales y que denominamos grupo 

“ctDNA-low”. Este grupo representa al 31% de las pacientes (14/45) en el primer trabajo y al 25% 

(17/68) en el segundo, considerando en este último solo las pacientes con plasma en C1D1 y C2D1 y 

no C1D15. 

El punto de corte de 0.4% se ha elegido teniendo en cuenta la sensibilidad de la técnica (límite de 

detección de ∼0.5-0.3% de VAF) y además permite mitigar parcialmente el problema que supone la 

hematopoyesis clonal (339).  

 

Las mutaciones derivadas de la hematopoyesis clonal que se han descrito en la literatura con mayor 

frecuencia son las mismas mutaciones que se observan en las neoplasias mieloides hematológicas, 

como en la leucemia mieloide aguda o en los síndromes mielodisplásicos, e incluyen genes 

modificadores epigenéticos (DNMT3A, TET2, ASXL1, IDH1/2), factores de splicing (SF3B1, SRSF2, 

U2AF1) y genes de vías de respuesta al daño del DNA (TP53, CHEK2 y PPM1D). Los genes mutados 

con más frecuencia (DNMT3A, ASXL1 y TET2) a menudo se detectan con VAF de 10-20% pero no 

están cubiertos por la mayoría de los paneles de secuenciación plasmática disponibles clínicamente, 

como el panel Guardant360®. Sin embargo, otros genes como JAK2, TP53, GNAS, IDH2 y KRAS sí 

presentan importancia potencial para la biología del cáncer y son analizados en los diferentes 

paneles de secuenciación, aunque a menudo estas mutaciones son detectadas con una VAF mucho 

más baja (0.1–0.5%), por lo que la limitación del punto de corte de VAF en 0.4% ayuda a mitigar este 

problema (112,116,340,341).   

 

La forma más clara de solventar el inconveniente que suponen las mutaciones derivadas de la 

hematopoyesis clonal consistiría en realizar un genotipado emparejado de cfDNA y de DNA de 

leucocitos aislados de la misma extracción de sangre pero esto aumentaría la complejidad y el costo 

del análisis de cfDNA y necesitaría de la preservación de los leucocitos, que no se conservan siempre 

de forma rutinaria al centrifugar el plasma (116).  

 

Por otro lado, es importante señalar que no es posible analizar la dinámica de ctDNA en el grupo 

ctDNA-low (aquellas pacientes con VAF inferiores a 0.4% en los dos momentos temporales) lo cual 

podría suponer un problema para el objetivo del trabajo. Sin embargo, observamos que el hecho de 

presentar una VAF tan baja en los dos momentos temporales es per se un factor de buen pronóstico, 

asociado a mayor supervivencia libre de progresión y supervivencia global con el tratamiento con 

inhibidores de CDK4/6 en comparación con los grupos de mVAFR medio y alto. Este grupo definido 

por la escasa detección de ctDNA identifica a pacientes con baja siembra de material genético del 
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tumor al torrente circulatorio lo que clásicamente se ha asociado a menor carga de enfermedad pero 

también a menor agresividad biológica (63,75–77,342,343). De hecho, una observación interesante 

es que en la cohorte conjunta de pacientes no se observan diferencias significativas en cuanto a la 

afectación visceral o el número de localizaciones metastásicas entre los grupos de mVAFR, lo que 

apoya el valor pronóstico de la dinámica del ctDNA independientemente de la carga tumoral.  

 

Se conocen muchas variables que pueden influir en la diseminación de ctDNA además del número 

de sitios metastásicos o la presencia de enfermedad visceral, como la proliferación, la 

vascularización, la necrosis tumoral y la propia ubicación metastásica (63,75–77). Por lo tanto, 

probablemente la presencia de ctDNA refleje una combinación de estas variables que va más allá de 

la carga de enfermedad. 

 

Otro aspecto relevante, y objetivo secundario de este trabajo de tesis doctoral, es que la dinámica 

de ctDNA analizada a los 15 días del inicio del tratamiento no se asoció la a supervivencia libre de 

progresión ni a la supervivencia global en la cohorte 2. Nuestros resultados coinciden con el estudio 

de Darrigues en pacientes tratadas con inhibidores de CDK4/6 y también con el estudio BEECH, en el 

que el día 28 se identificó como el mejor momento para determinar el cambio en el ctDNA en 

pacientes con cáncer de mama metastásico tratadas con paclitaxel e ipatasertib (141).  

  

Por otra parte, en el primer trabajo se estudió el valor pronóstico del marcador tumoral CA 15-3 que 

ya mostró en el trabajo de Dawson ser menos sensible y específico que la dinámica del ctDNA para 

monitorizar la enfermedad en pacientes con cáncer de mama metastásico (107). En nuestro estudio 

no se observó asociación entre los niveles basales de CA 15-3, los niveles en el C2D1, ni entre el ratio 

y la supervivencia libre de progresión, lo que apoya los resultados previamente observados por 

Dawson (107).  

 

Otro aspecto que resulta interesante, y también objetivo secundario de esta tesis doctoral, es la 

relación observada entre la dinámica de ctDNA a las 4 semanas del inicio del tratamiento con el 

subtipo intrínseco determinado por PAM50. La asociación entre subtipo y log_mVAFR resultó 

estadísticamente significativa en la cohorte combinada a pesar de que solo en 54 pacientes se 

disponía de la información relativa al subtipo. Aunque solo 14 pacientes presentaban un tumor no-

luminal, ninguno de ellos fue clasificado en el grupo de mVAFR_log-low, en comparación con el 53% 

de los luminales A y el 32% de los luminales B.  

 

Estos datos encajan completamente con lo reportado hasta la fecha. Dentro de la enfermedad RH 

positivo y HER2 negativo los subtipos no luminales presentan un peor pronóstico, predicen 
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resistencia endocrina y, además, como se mencionó en la introducción, el subtipo basal-like parece 

no beneficiarse ni de palbociclib ni de ribociclib, mientras que el subtipo HER2-enriched podría 

obtener un beneficio de ribociclib pero no de palbociclib (286,303). El pequeño número de pacientes 

de nuestro estudio no permite observar si existen diferencias respecto al inhibidor utilizado en las 

pacientes con subtipo HER2-enriched. Sin embargo, sí observamos un peor pronóstico de manera 

global en las pacientes no luminales y una peor respuesta en términos de dinámica de ctDNA.  

 

Finalmente, como último objetivo secundario del primer y segundo trabajos, se describen las dos 

cohortes en relación con las mutaciones y CNV detectados. En el primer trabajo encontramos 

mutaciones en 42 de los 74 genes analizados en C1D1. Los 4 genes más frecuentemente mutados 

fueron PIK3CA, ESR1, TP53 y ATM. Observamos CNV en 17 genes diferentes en 15 pacientes (33% de 

las pacientes). Los genes que presentaron mayor frecuencia fueron por orden, CCND1, MYC, FGFR1, 

PIK3CA y RAF1. En el segundo trabajo encontramos mutaciones en 63 genes, siendo los 4 más 

frecuentes TP53, PIK3CA, ESR1 y ARID1A. Se detectaron CNV en 29 genes diferentes en 37 pacientes 

(31% de las pacientes), destacando también en frecuencia las amplificaciones en CCND1, FGFR1, 

MYC, GNAS, BRAF y EGFR. Ambos trabajos presentan resultados similares, que coinciden con lo 

reportado previamente en la literatura (39,42,79). 

 

El primer y segundo trabajos presentan ciertas limitaciones e invitan a las siguientes reflexiones: 

 

• En primer lugar, hemos observado que la dinámica precoz del ctDNA evaluada mediante el mVAFR 

presenta valor pronóstico en pacientes con cáncer de mama metastásico RH positivo, HER2 negativo 

tratadas con inhibidores de CDK4/6, sin embargo, desconocemos el valor predictivo de esta 

herramienta. Para identificar un biomarcador predictivo generalmente es necesaria la realización de 

una comparación del tratamiento con un control en pacientes con y sin el biomarcador (344). 

Nuestros dos trabajos son observacionales e incluyen un solo brazo de tratamiento, por lo que no es 

posible extraer esta información. Serán necesarios, por tanto, estudios prospectivos diseñados 

específicamente para evaluar el valor predictivo, y no solo pronóstico, de esta herramienta en el 

escenario de pacientes tratadas con inhibidores de CDK4/6. 

 

• En segundo lugar, es importante señalar que actualmente se desconoce la utilidad clínica del 

cambio precoz de tratamiento frente al cambio guiado por las pruebas de imagen convencionales, 

por lo que serán también necesarios estudios prospectivos que analicen la capacidad de esta 

estrategia de mejorar el pronóstico de las pacientes.  
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Los hallazgos obtenidos en estos dos trabajos y las cuestiones que dejan abiertas han motivado 

precisamente la concepción de una propuesta de ensayo clínico por parte del grupo SOLTI, el estudio 

VOLTARIE, que tratará de dar respuesta a estos interrogantes. El ensayo VOLTAIRE es un estudio de 

prueba de concepto, prospectivo, multicéntrico, abierto, fase II, en pacientes con cáncer de mama 

RH positivo, HER2 negativo metastásico, que pueden haber recibido hasta una línea de 

hormonoterapia y dos de quimioterapia previa. Los pacientes iniciarán tratamiento con un inhibidor 

de CDK4/6 y terapia endocrina y se analizará la dinámica precoz de ctDNA a las 4 semanas del 

comienzo. En este estudio se empleará por primera vez la variable mVAFR_log para decidir qué 

pacientes continúan con el tratamiento (aquellos respondedores con mVAFR_log inferior a 0) y qué 

pacientes (aquellos no respondedores con mVAFR_log igual o superior a 0) serán aleatorizados a 

continuar con el mismo esquema terapéutico o cambiar a un tratamiento con capecitabina y 

nivolumab (figura 31). Los resultados de este estudio serán fundamentales para valorar la capacidad 

predictiva y la utilidad clínica real de la determinación precoz de la dinámica de ctDNA en pacientes 

con cáncer de mama tratadas con inhibidores de CDK4/6.  

 

 

 

Figura 31. Esquema de la propuesta del ensayo clínico VOLTAIRE. 

 

• Tercero, actualmente no existe una metodología estándar para valorar la dinámica precoz 

del ctDNA y somos conscientes de que nuestra propuesta puede ser mejorada y perfeccionada en 

futuros estudios.  

 

• Cuarto, desconocemos si los resultados obtenidos con la metodología expuesta en estos dos 

trabajos son aplicables a otras terapias y a otros tipos tumorales. De nuevo serán necesarios más 

estudios que analicen el valor del mVAFR en otros escenarios de manera que su utilización pueda ser 

generalizable a otras situaciones clínicas. 
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• Quinto, se ha descrito extensamente la limitación existente en relación con la 

hematopoyesis clonal. Nuestro punto de corte de VAF en 0.4% solventa parcialmente este problema, 

pero, además, cabe destacar que nuestro método promedia todas las variantes presentes, lo que 

diluye el impacto de cualquier variante atípica de hematopoyesis clonal que pueda haber superado 

el umbral de VAF. En tales casos, la variante de hematopoyesis clonal no se vería afectada por la 

terapia y permanecería en una VAF estática y, como tal, no contribuiría a ningún cambio en la 

fracción de esa mutación, aunque sí podría diluir en cierta manera los cambios totales observados 

en el mVAFR, sobre todo en los casos donde existan pocas mutaciones detectadas.  

 

• Sexto, aunque se observa una asociación entre la dinámica precoz del ctDNA y el subtipo 

intrínseco, menos de la mitad de las pacientes en los dos trabajos dispone de muestra de tejido, ya 

que todas las biopsias se realizaron por práctica clínica asistencial y en ningún caso de modo expreso 

con la finalidad de participar en los estudios. Por otro lado, sabemos que el subtipo intrínseco es 

dinámico y que puede modificarse a lo largo de la evolución de la enfermedad y en función de los 

tratamientos recibidos, por lo que es importante disponer de una muestra de tejido metastásico lo 

más cercana posible al momento del estudio para analizar de forma correcta la asociación entre las 

variables (54). En nuestros trabajos se recoge información de tejido lo más próxima posible al inicio 

del estudio, pero no siempre se dispone de muestra reciente y en la mitad de los casos las biopsias 

pertenecen incluso al tumor primario. Serán necesarios estudios más grandes que tengan en cuenta 

estas consideraciones para corroborar las observaciones descritas en nuestros dos trabajos. 

 

• Finalmente, una cuestión importante que cabría abordar, si se demostrara la utilidad clínica 

de la dinámica de ctDNA en el escenario del cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 

negativo tratado con inhibidores de CDK4/6, es el coste que supondría su aplicación en la práctica 

clínica. Es fundamental tener en cuenta lo que implicaría la realización de dos test Guardant360® 

comerciales por cada paciente que iniciara un tratamiento con inhibidores de CDK4/6 y si estos 

pudieran ser asumibles por el sistema nacional de salud. Aunque la realización del test podría 

suponer un ahorro en pruebas de imagen y en tratamientos en aproximadamente un 20-25% de las 

pacientes que se estima que no presentarán beneficio, y que detendrían el tratamiento de manera 

temprana sin esperar a la reevaluación por imagen a los tres meses, la aplicación del test de manera 

generalizada a todas las candidatas con los precios actuales superaría este ahorro. Serían necesarios 

estudios de coste-efectividad y probablemente un abaratamiento de los costes para que esta 

propuesta pudiera convertirse en una futura realidad en nuestra práctica asistencial.  
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Tercer trabajo:  Frequency and spectrum of PIK3CA somatic mutations in breast cancer 

 

Los resultados del tercer trabajo confirman la segunda hipótesis de esta tesis doctoral, ya que existe 

un porcentaje considerable de pacientes, alrededor del 20%, con mutaciones en PIK3CA que no sería 

detectado por el test therascreen® por lo que no podría beneficiarse del tratamiento con alpelisib. 

Estos resultados son observados tanto in silico como en las dos cohortes de pacientes con cáncer de 

mama metastásico RH positivo y HER2 negativo tratadas por práctica clínica habitual y coinciden con 

los datos de un estudio de práctica real posterior al nuestro presentado por Rugo et al. en ASCO de 

2021 (264). 

 

Los resultados de este tercer trabajo de tesis doctoral tienen consideraciones importantes para el 

tratamiento de las pacientes. Dada la posibilidad de recibir una terapia dirigida, oral, que retrasa el 

empleo de quimioterapia, que es superior al tratamiento endocrino en monoterapia y que además 

ha mostrado beneficio en un estudio de práctica real frente a otras terapias no dirigidas, es 

fundamental la correcta selección de las pacientes para ofrecer esta oportunidad terapéutica a todas 

las candidatas (264). Por ello es crucial adoptar la mejor metodología para evaluar todas las posibles 

mutaciones. El hecho de que el panel therascreen® no detecte aproximadamente el 20% de las 

pacientes con mutaciones de PIK3CA podría ser una razón para elegir paneles que analicen PIK3CA 

de forma más completa. 

 

Por otro lado, en nuestro trabajo observamos también una alta frecuencia de mutaciones múltiples 

(dobles, triples y cuádruples) en PIK3CA, del 12% en el análisis in silico, del 6% en la primera serie de 

pacientes y que alcanza hasta el 30% en la segunda serie. Este aspecto resulta interesante ya que, 

como se describió en la introducción, las dobles mutaciones en PIK3CA parecen conferir mayor 

sensibilidad a los inhibidores de PI3K tanto en modelos preclínicos, como en xenografts y en estudios 

clínicos (314,345). La mayor frecuencia de estas dobles mutaciones en ctDNA en comparación con el 

tejido archivado (19 vs 12%) que se observó en el estudio SANDPIPER apoya que pudiera tratarse de 

mutaciones adquiridas a lo largo de la evolución de la enfermedad (314). Este punto pone en 

relevancia el valor de la repetición de las biopsias en el tiempo, pero, sobre todo, la importancia de 

la biopsia líquida que presenta la capacidad de recoger la potencial heterogeneidad tumoral espacial 

y temporal, así como de evitar la incomodidad de repetir las invasivas biopsias de tejido en el tiempo. 

Si bien es cierto que la biopsia líquida puede presentar un problema de sensibilidad en este escenario 

si el contenido de ctDNA es bajo, de manera que se imposibilite la detección de mutaciones en 

algunas pacientes. Por ello, ante un resultado negativo en el análisis de ctDNA, las pacientes deberán 
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repetir la determinación en sangre o, si es posible, realizar una biopsia de tejido para excluir 

resultados falsos negativos (223).  

 

Aunque el papel de las dobles mutaciones debe ser estudiado de forma prospectiva en estudios 

amplios, de confirmarse la utilidad de las dobles mutaciones como biomarcador predictivo de 

beneficio, su determinación podría permitir ayudar en la selección de pacientes especialmente 

sensibles a la inhibición de PI3K. Sin embargo, nuestros análisis muestran que la gran mayoría de 

estas múltiples mutaciones no serían detectadas por therascreen®. Solo el 5% de todas las 

mutaciones múltiples en el estudio in silico y el 23% en la segunda serie de pacientes sería detectado 

con este test. Esta baja frecuencia coincide los datos reportados por estudios donde se analizan solo 

unos nucleótidos o unos pocos exones a lo largo del gen (315,316).  

 

Cabe señalar que la proporción de mutaciones detectadas en el estudio in silico con tejido es similar 

a la observada en las dos cohortes de pacientes donde se analiza el plasma, lo que apoya el empleo 

de la biopsia líquida como herramienta muy útil para la detección de estas mutaciones en la práctica 

clínica. 

 

Nuestros resultados plantean también preguntas críticas que suponen limitaciones a este trabajo: 

 

• En primer lugar, actualmente desconocemos si las pacientes con mutaciones de PIK3CA que 

no forman parte del panel therascreen® se beneficiarían de alpelisib. Este aspecto es importante si 

se adopta la estrategia de generalizar el empleo de alpelisib para todas las pacientes en los que se 

detecta alguna mutación en PIK3CA. Aunque, si bien estas mutaciones no han sido incluidas en el 

SOLAR-1, existen datos que apoyan su probable valor como biomarcadores predictivos de beneficio 

a la inhibición de PI3K, como se describió en la introducción. Por ejemplo, la mutación N345K que 

representó el 5.5% de todas las mutaciones de PIK3CA analizadas in silico, y que no es capturada por 

el ensayo therascreen®, está considerada como patogénica y oncogénica, confiere una ganancia de 

función y ha demostrado aumentar la sensibilidad a los inhibidores de PI3K en modelos preclínicos 

(262,263). Existe una situación similar para la mutación E726K, la sexta mutación de PIK3CA en 

frecuencia en nuestro análisis in silico, que aunque no es informada como claramente oncogénica 

por OncoKB y supone un aumento débil de la actividad de la proteína como mutación única, como 

doble mutación (junto con E545K o H1047R) produce una activación sinérgica de la misma (314). Por 

otro lado, algunas mutaciones menos frecuentes, como la G1049R, han demostrado una fuerte 

actividad, similar a la variante “hot spot” E542K, en plataformas de evaluación de mutaciones (263). 

El estudio de vida real de Rugo et al. también pone el punto de mira en este aspecto y no descarta la 

existencia de beneficio en las pacientes con mutaciones no detectadas por el panel de therascreen® 
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(264). Serán necesarias, por lo tanto, una mejor caracterización funcional de estas mutaciones no 

“hot spot” para valorar su papel como biomarcadores, además de la recopilación de mayor evidencia 

clínica que prediga el beneficio de los inhibidores de PI3K en pacientes con este tipo de mutaciones.  

 

• En segundo lugar, tanto en el análisis in silico como en las dos cohortes de pacientes, 

asumimos que los resultados proporcionados por las estrategias basadas en secuenciación son el 

“gold standard” en el diagnóstico de las mutaciones de PIK3CA y, sin embargo, existen diferencias 

en la sensibilidad y la especificidad de los diversos ensayos de secuenciación que afectan las tasas de 

concordancia entre ellos, por lo que nuestra asunción no tiene por qué ser cierta en la totalidad de 

los casos (79,91,346). Por otro lado, aceptando en este caso que el “gold standard” para el 

diagnóstico lo constituyen las estrategias de secuenciación, asumimos también que el test 

therascreen® identificaría todos los tumores sin mutación de PIK3CA por secuenciación como no 

mutados y todos los tumores con mutación de PIK3CA como mutados si el tipo de mutación 

detectada está recogida en el panel, lo cual tampoco tiene por qué ser así en todos los casos, ya que, 

como muestran los datos del SOLAR-1, el porcentaje de concordancia global reportado entre el test 

de therascreen® y los estudios de secuenciación fue del 94.7% (347).  

 

• Tercero, el conjunto de datos analizados in silico deriva principalmente de muestras de 

tumores primarios y, sin embargo, se ha descrito la adquisición de nuevas mutaciones de PIK3CA en 

pacientes metastásicos hasta en el 8% de los casos (229,348). Desconocemos si el patrón de 

mutaciones en la enfermedad metastásica es diferente al que encontramos en la enfermedad 

primaria, aunque la evidencia existente parece apoyar un patrón similar en ambos contextos, como 

se observa, por ejemplo, en el estudio de O´Leary con muestras de pacientes tras tratamiento con 

fulvestrant y palbociclib, donde solo parece haber un enriquecimiento en E542K, manteniéndose 

similar la frecuencia del resto de mutaciones (229,255). Nuestras dos series de pacientes con 

enfermedad metastásica en los que se ha analizado el ctDNA muestran un patrón de mutaciones 

similar al de la cohorte in silico, si bien no idéntico, con discreta mayor frecuencia de mutaciones de 

E454K y menor de H1047R, aunque el pequeño número de pacientes no permite extraer 

conclusiones al respecto. Son necesarios estudios más grandes donde se comparen los escenarios 

primario y metastásico y que, idealmente, esta comparación se realice en la misma población de 

pacientes con muestras pareadas para poder establecer claramente si existen determinadas 

mutaciones que aparecen más habitualmente durante la evolución de la enfermedad o tras el 

empleo de tratamientos concretos. 

 

• Finalmente, cabe mencionar que los análisis en las dos series de pacientes se han realizado 

a partir de ctDNA y no de tejido, lo cual puede limitar la capacidad de detección de mutaciones en 
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algunos pacientes, como muestra el estudio SANDPIPER donde en un 14% de las pacientes con 

mutación en tejido no se detectó mutación en plasma (349). En nuestro trabajo, un 4% (2 de 45) y 

un 6% (7 de 121) de las pacientes en la primera y segunda serie, respectivamente, no presentó 

ninguna positividad de ctDNA, por lo que no podemos descartar la existencia de mutaciones en este 

porcentaje de pacientes. Por ello, aunque la proporción total de mutaciones encontrada en ambas 

series encaja con los datos reportados en el estudio in silico y con lo publicado en la literatura, no 

podemos excluir que la proporción real pudiera ser incluso superior a la observada. 
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CONCLUSIONES 

 

Dinámica de ctDNA como biomarcador predictivo de beneficio a inhibidores de CDK4/6 y terapia 

endocrina: Primer y segundo trabajos. 

 

• El panel de secuenciación dirigida de 74 genes permite detectar la presencia de ctDNA en casi 

todas las pacientes con cáncer de mama metastásico RH positivo y HER2 negativo en las dos 

cohortes independientes.  

 

• La dinámica precoz de ctDNA, a las 4 semanas tras el inicio de tratamiento con inhibidores de 

CDK4/6 y terapia endocrina, se asocia a supervivencia libre de progresión. 

 

• El mVAFR o mVAFR_log es el mejor método para analizar la dinámica precoz de ctDNA en nuestro 

trabajo. 

 

• La mVAF basal, la mVAF a las 4 semanas del inicio del tratamiento y la diferencia o delta entre 

ambas mVAF, no se asocian a supervivencia libre de progresión. 

 

• El mVAFR y mVAFR_log se asocian a supervivencia global en las dos cohortes de pacientes. 

 

• El grupo de pacientes que denominamos “ctDNA-low” identifica a pacientes con baja siembra de 

material genético y que presenta buen pronóstico de forma independiente de otras variables 

clínicas.  

 

• La dinámica precoz de ctDNA, a las 2 semanas tras el inicio de tratamiento, analizada mediante 

el mVAFR y mVAFR_log, no se asocia a supervivencia libre de progresión ni supervivencia global. 

 

• Los niveles de CA 15-3 basales y sus cambios no se asocian a supervivencia libre de progresión. 

 

• La dinámica de ctDNA tras 4 semanas del inicio del tratamiento se asocia con el subtipo 

intrínseco determinado por PAM50.  

 

• Los genes más frecuentemente mutados en estas dos cohortes son PIK3CA, ESR1 y TP53. Los 

CNV más frecuentes se observan en CCND1, MYC y FGFR1, lo que coincide con lo reportado 

previamente en la literatura. 
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• En conjunto, la dinámica del ctDNA a las 4 semanas del inicio del tratamiento, analizada con la 

metodología propuesta, podría ser un biomarcador precoz de sensibilidad y resistencia a 

inhibidores de CDK4/6. La capacidad predictiva y utilidad clínica de este biomarcador requerirán 

validaciones prospectivas. 

 

 

Detección de mutaciones de PIK3CA como biomarcador predictivo de beneficio a alpelisib: 

Tercer trabajo 

 

• El panel therascreen® aprobado por la FDA no es capaz de detectar aproximadamente un 20% 

de pacientes con cáncer de mama RH positivo y HER2 negativo con mutación de PIK3CA, por lo 

que estas pacientes no serán candidatas para recibir alpelisib.  

 

• Es importante la caracterización funcional de las mutaciones de PIK3CA no “hot spot”, así como 

la recogida de evidencia clínica prospectiva para confirmar su capacidad predictiva como 

biomarcadores de beneficio a alpelisib. Si esto se confirma, serán necesarias estrategias, como 

la secuenciación dirigida, que analicen de forma más completa PIK3CA.  

 

• La biopsia líquida con secuenciación dirigida permite detectar una proporción y distribución de 

mutaciones en PIK3CA similar a la descrita en estudios en tejido. 

 

• La gran mayoría de mutaciones múltiples en PIK3CA no son detectadas por el panel 

therascreen®.  

 

• Las mutaciones múltiples en PIK3CA podrían ser un biomarcador predictivo de beneficio a 

alpelisib. Si esto se confirma mediante validación prospectiva serán necesarias nuevamente 

estrategias de estudio más completo de PIK3CA. 

 

• Las mutaciones múltiples parecen ser más frecuentes en tumores metastásicos que en primarios 

por lo que para su detección será importante el estudio a lo largo de la evolución de la 

enfermedad. 
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Conclusiones generales 

 

En los últimos años se ha demostrado el beneficio de los inhibidores de CDK4/6 y de los inhibidores 

de PI3K en el tratamiento de las pacientes con cáncer mama metastásico RH positivo y HER2 

negativo. Son imprescindibles biomarcadores que permitan identificar con precisión a las candidatas 

a estas terapias. La dinámica precoz de ctDNA a las 4 semanas del inicio del tratamiento mediante 

secuenciación con un panel de 74 genes se postula en esta tesis doctoral como posible un 

biomarcador de beneficio a inhibidores de CDK4/6. Por su parte, las mutaciones en PIK3CA 

constituyen unos de los pocos biomarcadores aprobados en cáncer de mama y permiten seleccionar 

a las pacientes candidatas a alpelisib, sin embargo, uno de los test utilizados actualmente para su 

determinación no es capaz de detectar a un quinto a de estas pacientes. Las estrategias de 

secuenciación permitirían descubrir estas mutaciones no “hot spot” ofreciendo una importante 

opción terapéutica a un gran número de pacientes. La biopsia líquida se presenta en ambos 

escenarios como una herramienta no invasiva que ofrece la oportunidad de estudiar la dinámica 

temprana del ctDNA así como de diagnosticar la presencia de mutaciones en PIK3CA en cualquier 

momento durante la evolución de la enfermedad. 
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ANEXOS 

 

1. Material suplementario asociado al primer trabajo 

2. Material no publicado asociado al primer trabajo 

3. Material suplementario asociado al tercer trabajo 

4. Material no publicado asociado al tercer trabajo 
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Table S4. List of all SNV and indels detected. 
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2. Material no publicado asociado al primer trabajo 
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3. Material suplementario asociado al tercer trabajo 
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4. Material no publicado asociado al tercer trabajo 
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