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INTRODUCCIÓN

1. Epidemiología del cáncer de mama
Una de cada tres mujeres y uno de cada dos hombres serán diagnosticados de 

cáncer a lo largo de su vida. En España el cáncer es la principal causa de mortalidad 
para las personas de 40 a 79 años (44.1% del total), superando las tasa de muerte por 
las enfermedades cardiovasculares (Figura 1).

Figura 1. Instituto Nacional de Estadística. Publicado el 30 de marzo de 2016

Mientras que en las últimas décadas en los países occidentales la mortalidad 
cardiovascular ha disminuido en un 60%, la mortalidad por cáncer ha permanecido 
estable. A lo largo del siglo XX se ha observado un evidente aumento en la incidencia 
de las enfermedades tumorales, en gran parte debido a la mayor longevidad de 
la población, siendo la edad uno de los factores de riesgo más importantes para 
el desarrollo del cáncer. El patrón de morbilidad y mortalidad de las sociedades 
desarrolladas ha cambiado;  esto es debido en gran medida al mejor control de las 
infecciones y de los problemas derivados de la malnutrición. Por otro lado, las 
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nuevas tecnologías aplicadas al diagnóstico y el mejor acceso a la atención sanitaria 
facilitan el diagnóstico de tumores en estadios iniciales que, en otros momentos, no 
hubieran sido detectados. 

Sin embargo, el incremento de la incidencia no es debido exclusivamente al 
envejecimiento poblacional, a las nuevas tecnologías o a los programas de cribado, 
sino a la influencia de otros factores de riesgo. Por ejemplo, la asociación del cáncer 
con factores ambientales está ampliamente aceptada, entendiendo como tales desde 
los que afectan globalmente a poblaciones, como la contaminación atmosférica y los 
carcinógenos ocupacionales, hasta los factores relacionados con los hábitos de vida 
como el consumo de tabaco, alcohol, el tipo de dieta o la actividad física.

El cáncer de mama es el tumor más frecuente en la mujer, representa 
aproximadamente el 28% (Galceran J, et al. 2017) de todas las neoplasias (Figura 2) 
y la principal causa de muerte por cáncer en mujeres europeas, constituyendo un 
importante problema de salud pública. A pesar de la detección precoz y los avances 
en el tratamiento sistémico en etapas tempranas de la enfermedad, en estadios 
avanzados sigue siendo incurable con una supervivencia media de 2 – 3 años y una 
supervivencia global de 25% a los 5 años (Cardoso F, et al. 2017).

Figura 2. Incidencia estimada de los tumores más frecuentes en España 
en mujeres en el año 2015.
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Pese a los avances en los conocimientos científicos, el origen del cáncer de 
mama es todavía hoy desconocido. Múltiples factores se han asociado como la edad, 
edad de la menarquia, edad del primer embarazo, edad a la menopausia, alcohol, 
obesidad, densidad de las mamas, etc.

2. Clasificación del cáncer de mama: Criterios anatomopatológicos y subtipos 
intrínsecos: 

El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea, los tumores muestran 
diferentes comportamientos biológicos con diferente capacidad de respuesta a los 
tratamientos. Clásicamente se ha clasificado el cáncer de mama en luminal A, luminal 
B, HER2 amplificado o triple negativo en función de criterios anatomopatológicos, 
donde se evalúa la expresión de: receptores hormonales (receptores estrógeno [RE], 
receptores progesterona [RPg]), índice de proliferación [Ki67] y la amplificación del 
gen HER2. 

Esta diversidad fenotípica de los tumores es debido a diferentes patrones de 
expresión génica. En 2000, Perou y colaboradores publicaron el primer artículo que 
define los subtipos intrínsecos moleculares basándose en el perfil de expresión génica 
(Perou CM, et al. 2000). Desde entonces se ha identificado 6 subtipos de cáncer de 
mama: Luminal A, Luminal B, HER2-enriched [HER2-E], Basal-like, Claudin-low 
y Normal-like (Sorlie T, et al. 2001). Estos subtipos presentan una diferente 
incidencia (Millikan R, et al. 2008 y Anderson WF, et al. 2014), supervivencia (Prat 
A, et al. 2012, Prat A, et al. 2014 y Nielsen TO, et al. 2010) y respuesta a tratamientos 
(Usary J, et al. 2013).  

2.1 Luminal A
El cáncer de mama Luminal tiene un perfil de expresión génica similar al epitelio 

luminal normal de mama. El subtipo luminal A representa aproximadamente un 40% 
de los cánceres de mama. Se caracteriza por una alta expresión de genes activados 
por el RE como factor de transcripción (GATA3, XBP1, TFF3), que se encuentran 
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expresados en el epitelio de la luz de los ductos mamarios. Además, presenta una 
baja expresión de genes relacionados con la proliferación celular (Eroles P, et al. 
2012). 

A nivel inmunohistoquímico se caracteriza por la expresión de RE, RPg, Bcl-2, 
CK8/18, bajo Ki67 y bajo grado histológico. El punto de corte de Ki67 para distinguir 
entre luminal A y B es 13.25% (Cheang MC, et al. 2009). 

Este subtipo tumoral presenta un mejor pronóstico con una menor incidencia 
de recaídas y con mayor supervivencia en la enfermedad avanzada. Kennecke et al, 
publicaron un estudio en 2010 que evaluaba el comportamiento de la enfermedad 
metastásica según el subtipo molecular de cáncer de mama en una cohorte de 
pacientes entre 1986 - 1992. El 70% de las pacientes luminales A estaban vivas a los 
10 años y la tasa de recaída fue del 27.8% a los 15 años, siendo significativamente 
inferior al resto de subtipos. La mediana de supervivencia desde la recaída fue 2.2 
años, siendo mayor que en el resto de subtipos. Presentan un patrón de metástasis 
diferente con un índice de recaídas a nivel óseo de 18.7%, siendo la tasa de incidencia 
de recaídas a nivel visceral (sistema nervioso central, hepático, pulmonar…) inferior 
al 10% (Kennecke H, et al. 2010).

El principal tratamiento para estas pacientes es el tratamiento hormonal tanto 
en estadios precoces como en la enfermedad avanzada. Existen tres estrategias: 
moduladores selectivos del RE (SERMs) como el tamoxifeno, los inhibidores de 
la aromatasa (IA) y antagonistas puros del RE como fulvestrant (Guarneri V, et al. 
2009). Se caracterizan por presentar menor sensibilidad a los agentes citotóxicos 
tanto en la enfermedad temprana como metastásica. 

2.2 Luminal B
Los tumores de este perfil de expresión génica suponen un 15-20% de los tumores 

en total. Presentan un fenotipo más agresivo con un grado histológico mayor, un 



Introducción · 15

Ki67 más alto (>13.25%) y un peor pronóstico que los luminales A. El 54.4% de 
las pacientes están libres de enfermedad a los 10 años con una tasa de recaída de 
42.9% a los 15 años. La supervivencia desde el momento de la recaída es de 1.6 
años (Eroles P, et al. 2012). La localización más frecuente de la metástasis es a nivel 
óseo, aproximadamente del 30%, sin embargo presentan mayor tasa de recidivas 
viscerales que el luminal A, sobre todo a nivel hepático con un 13.8%. 

Se caracterizan por presentar una menor sensibilidad al tratamiento hormonal 
que el subtipo luminal A, sin embargo presenta una mejor tasa respuesta al tratamiento 
quimioterápico. Este subtipo de cáncer de mama supone un reto en la actualidad, 
porque presenta muchos interrogantes acerca de las vías de señalización que se 
encuentran activadas y conducen a su proliferación, supervivencia y capacidad de 
metastatización. 

2.3 HER2-Enriched
El subtipo HER2-E representa el 15-20% y se caracteriza a nivel de RNA y de 

proteínas con una alta expresión de HER2 y otros genes relacionados con el  amplicón 
17q como GRB7, nivel intermedio de expresión de genes luminales (ESR1 y PGR) y 
baja expresión de genes relacionados con subtipo basal (KRT5 y FOXC1). A nivel de 
DNA presentan un alto número de mutaciones a lo largo del genoma, un 72% y 39% 
de los tumores HER2-E presentan mutaciones en TP53 y PIK3CA respectivamente. 
La mayoría (68%) de los tumores HER2-E tienen HER2 amplificado (Prat A, et al. 
2015). Clínicamente tiene peor pronóstico comparado con los tumores Luminal A y 
una mayor ploriferación.

2.4 Basal-Like
El subtipo basal-like representa un 10-15% de los cánceres de mama. Expresan 

genes presentes en las células mioepiteliales de mama normal. Tienen una alta 
expresión de CK5, CK6 y CK17, laminina, FABP-7, P-cadherina, caveolina 1 y 2, 
nestina, CD44 y EGFR y alto índice de mutaciones en p53. Clínicamente es más 
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frecuente en mujeres jóvenes, en mujeres de origen africano, tamaño tumoral mayor 
al diagnóstico, grado histológico alto y una mayor frecuencia de afectación ganglionar 
(Bosch A, et al. 2010). A nivel morfológico suelen ser carcinomas ductales infiltrantes, 
presentan un elevado índice mitótico, necrosis tumoral, márgenes expansivos y una 
evidente respuesta linfocítica estromal (Livasy CA, et al. 2006). 

Este subtipo tumoral presenta un peor pronóstico con una tasa mayor de recaídas 
durante los primeros tres años. Tiene un patrón de recaída agresivo con tendencia a 
metastatizar a nivel visceral, principalmente pulmonar, SNC y ganglionar (Smid M, 
et al. 2008 y Dent R, et al. 2007).

Las características más representativas son la ausencia de expresión de RE, RP 
y HER2. Por lo que en la práctica clínica se asimila el término basal-like al de triple 
negativo, sin embargo no son términos sinónimos, existe una discordancia del 30% 
entre ambos grupos (Kreike B, et al. 2007). Este subtipo también se caracteriza por 
una alta frecuencia de mutaciones en BRCA1 e inestabilidad cromosómica. 

2.5 Normal-like
Este subtipo de tumores supone alrededor de un 5%, están mal caracterizados 

y se han agrupado dentro de la clasificación molecular junto con el tejido mamario 
normal.  Muestran una expresión alta de genes característicos del tejido adiposo, 
de genes epiteliales basales y baja expresión de genes luminales. Presentan un 
pronóstico intermedio entre Luminal y Basal-like. Se cree que realmente no es un 
subtipo de cáncer de mama, si no una biopsia contaminada por tejido mamario sano. 

2.6 Claudin-low 
Después de la clasificación inicial, se identificó este nuevo subtipo en 2007 que 

representa un 12-14% del total (Herschkowitz JL, et al. 2007). Se sitúa junto al 
subtipo Basal-like en la agrupación jerárquica, lo que indica que ambos comparten 
características en cuanta a la expresión génica como la baja expresión de HER2 y 
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genes luminales. Se caracteriza por la expresión de genes asociados a la transición 
epitelio-mesénquima. Esto incluye una baja expresión del grupo de genes de adhesión 
celular: genes relacionados con las uniones estrechas (claudinas 3, 4, 7, cingulina y 
ocludina) y la adhesión intercelular (E-cadherina).

Sobreexpresan un grupo de 40 genes relacionados con la respuesta del sistema 
inmune (genes expresados en linfocitos T y B), indicando una alta infiltración del 
tumor por el sistema inmune celular (Parker JS, et al. 2009 and Prat A, et al. 2010). 
Además, presentan genes relacionados con la comunicación celular (C-X-C motif), 
con la formación de matriz extracelular (Vimentina), genes relacionados con la 
migración (integrina a5), con la angiogénesis y genes stem-cell like.   

A pesar de una baja expresión de genes relacionados con proliferación 
celular, tienen un pronóstico desfavorable, ya que sobreexpresan un subgrupo de 
genes estrechamente ligados con la diferenciación mesenquimal y la transición 
epitelio-mesénquima. Esta característica se ha asociado con la adquisición de un 
fenotipo de stem cell. Clínicamente estos tumores suelen ser carcinomas ductales 
infiltrantes con diferenciación metaplásica o medular, presentan un alto grado 
histológico y por inmunohistoquímica son negativos para los receptores hormonales 
y HER2. Sin embargo, la concordancia entre triple negativo/claudin-low no es del 
100%, alrededor de un 20% de tumores claudin-low pueden expresar positividad 
para receptores hormonales. Presentan un mal pronóstico a largo plazo y una pobre 
respuesta a quimioterapia (Hennessy BT, et al. 2009). 

3. Cáncer de mama HER2 positivo y Familia HER
El cáncer de mama HER2 positivo se caracteriza por la amplificación del gen 

HER2. En 1985 el oncogén HER2/neu fue descubierto de forma independiente por 2 
grupos que lo llamaron HER2 y c-erbB-2. En análisis posteriores se comprobó que 
ambos genes eran el mismo y fue rebautizado como HER2/neu (Schechter AL, et al. 
1985, Semba K, et al. 1985 and King CR, et al. 1985). 
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El gen HER2 codifica un receptor transmembrana tirosina quinasa de la familia 
de los receptores del factor de crecimiento epidérmico humano (HER). La proteína 
HER2 está formado por 1255 aminoácidos, una glicoproteína transmembrana de 185 
KDa situado en el brazo largo del cromosoma 17 (17q12). Estos receptores juegan 
un papel central en la patogénesis de diferentes tipos de cáncer humano ya que 
regulan procesos celulares fundamentales como el crecimiento, la supervivencia, la 
proliferación y la diferenciación celular a través de múltiples vías de transducción 
de señales. 

Entre un 15 - 30% de los cánceres de mama presentan amplificación del 
gen HER2, lo que causa un incremento notable en la expresión del receptor en la 
superficie de la membrana (hasta 100 veces el nivel normal) (Burstein HJ, et al. 
2005). La sobreexpresión de HER2 se ha definido por inmunohistoquímica (IHQ), 
siendo positivo (3+) cuando es alrededor de 2 millones el número de receptores, 
intensidad media (2+) cuando los niveles son de aproximadamente 500.000 y negativo 
(1+) cuando el número de receptores es de unos 20.000 por célula. En los casos de 
intensidad media se realiza la técnica FISH (Fluorescence in Situ Hybridization) 
analizando el ratio entre HER2 y CEP17 para determinar si esta HER2 amplificado. 

La amplificación de dicho gen en el cáncer de mama tiene implicaciones 
pronósticas y predictivas de respuesta. En el análisis de Kennecke et al, mostró que 
a los 10 años estaban vivas el 46% y el 48.1% de las pacientes Luminales/HER2 
y HER2+, respectivamente. A los 15 años la tasa de recaída fue del 47.9% de las 
Luminales/HER2 y el 51.4% de las HER2+ y la mediana de supervivencia desde la 
recaída fue de 1.3 y 0.7, respectivamente. 

Ya en 1987 Slamon et al, pusieron de manifiesto que la sobreexpresión de dicho 
gen se correlacionaba con recaídas precoces y diminución de la supervivencia global. 
Realizó un estudio sobre 189 cánceres de mama primarios, donde la sobreexpresión 
de HER2 fue un predictor significativo de la supervivencia global (p <0.001) y el 
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tiempo hasta la recaída (p <0.0001). Conservó su importancia, incluso cuando se 
realizaron ajustes por otros factores pronósticos, además tuvo mayor valor pronóstico 
comparado con otros factores como la expresión de receptores hormonales y la 
presencia de afectación ganglionar al diagnóstico (Slamon DJ, et al. 1987). 

Press et al, demostró en un estudio de 1993 que la sobreexpresión de HER2 es 
un indicador independiente de mal pronóstico en mujeres con cáncer de mama con 
ganglios negativos. En una cohorte de 704 pacientes, observó que el riesgo de recaída 
en las pacientes con cualquier nivel de sobreexpresión HER2 con ganglios negativos 
fue 3 veces mayor que en las mujeres HER2 negativo. Además, el grupo con alta 
sobreexpresión tenía un riesgo de recurrencia de 9.5 veces mayor que las pacientes 
con una expresión normal (p= 0.0001). En el análisis de subgrupos (como estado 
menopáusico, tamaño tumoral o presencia de receptores hormonales) mantuvo un 
aumento significativo del riesgo de recurrencia (Press MF, et al. 1993). 

Seshadri et al. en su estudio con 1056 pacientes con cáncer de mama en estadios 
I-III demostró que la amplificación de HER2 se asoció con una supervivencia libre 
de enfermedad significativamente más corta (p= 0.0027). La amplificación de 
HER2 también se correlacionó significativamente con el estadio patológico de la 
enfermedad, el número de ganglios axilares afectos, tipo histológico y la ausencia de 
receptores hormonales (Seshadri R, et al. 1993). 

Este subtipo tumoral presenta una mayor incidencia de metástasis a nivel 
visceral, especialmente a nivel del sistema nervioso central (SNC). Varios estudios 
han informado de un aumento del riesgo de metástasis en el SNC en pacientes tratadas 
con trastuzumab. Sin embargo, es poco probable que el tratamiento con trastuzumab 
per se aumenta el riesgo de metástasis cerebrales. Este comportamiento se ha atribuido 
principalmente a la incapacidad de trastuzumab para penetrar eficazmente la barrera 
hematoencefálica debido a su alto peso molecular (Stemmler HJ, et al. 2007). 
Además, este aumento de riesgo de recaída en el SNC puede estar asociada con 
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un mejor control sistémico de las metástasis extracerebrales y por tanto con una 
mayor supervivencia sin “protección” cerebral. Por otro lado, se ha postulado que la 
sobreexpresión de HER2 podría predisponer a las metástasis cerebrales, de tal forma 
que la migración de algunas células tumorales con receptores específicos podría ser 
estimulada por mecanismos paracrinos mediados por neuregulinas (miembros de la 
familia de ligandos EGFR), como por ejemplo, neuregulina-1 (Altaha R, et al. 2004).

 
La compresión de la biología molecular de este subtipo tumoral y su abordaje 

terapéutico ha representado uno de los mayores avances en la oncología en la última 
década.  El hecho de encontrar una vía oncogénica que poder inhibir ha revolucionado 
el campo de la terapéutica en oncología. De este modo, este subtipo tumoral de 
mal pronóstico presenta en la actualidad una clara mejora en la supervivencia tanto 
en enfermedad metastásica como en estadios iniciales. El desarrollo de tratamiento 
antiHER2 ha supuesto el paradigma de la medicina de precisión. 

Los receptores trisoina quinasa (RTKs) son objetivos ideales para este enfoque, 
ya que con frecuencia son vías de señalización de tumorogénesis. La familia de 
receptores HER juega un papel importante en la oncogénesis, en la supervivencia 
celular y la proliferación. Está compuesta por cuatro miembros: HER1, HER2, HER3 
y HER4 (también llamados ErbB1, ErbB2, ErbB3, y ErbB4, respectivamente). Estos 
receptores de membrana están formados por tres dominios (Figura 3):

- Dominio extracelular, formado a su vez por cuatro subdominios. Esta región    	
          presenta el sitio de unión del ligando, rico en cisteína. 

- Dominio transmembrana,  un dominio lipofílico. 
- Dominio intracelular, con actividad catalítica tirosina quinasa.
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Figura 3. Esquema receptor HER2.

Los receptores se encuentran como monómeros en la superficie celular, tras la 
unión a su ligando sufren un proceso de dimerización (homo o heterodimerización) 
y una transfosforilación de sus dominios intracelulares. El receptor HER2 no tiene 
ligando conocido, sin embargo el componente extracelular de esta glicoproteína 
actúa como un ligando para la homodimerización o heterodimerización con otros 
miembros de la familia, como HER1 y HER3. La fosforilación de los residuos 
tirosina en el dominio citoplasmático del receptor inicia una transducción de señal 
sobre diferentes vías de señalización, como por ejemplo MAPK, PI3K/AKT y STAT.

La conformación abierta de HER2 lo convierte en una pareja de elección entre 
los miembros de la familia para la heterodimerización. Los heterodímeros generan 
señales más potentes que los homodímeros, especialmente el binomio HER2-HER3. 
Esto es debido a que HER3 tiene dos características que lo distingue del resto de 
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receptores de la familia HER: tiene un dominio quinasa no funcional y contiene al 
menos 6 dominios de unión con p85 (subunidad reguladora de PI3K) (Mukohara T, 
et al. 2011), por lo que desencadena una señalización potente y en particular sobre 
la vía PI3K. Además, hay otros receptores de membrana que pueden ser “pareja 
de baile” para HER2 como por ejemplo el receptor del factor de crecimiento de la 
insulina 1 (IGFR-1). 

Debido a esto, la familia HER se ha convertido en diana terapéutica contra el 
cáncer, principalmente se ha desarrollado dos estrategias para bloquear su acción 
que incluyen anticuerpos monoclonales dirigidos contra el dominio extracelular y 
pequeñas moléculas inhibidoras de la actividad tirosina quinasa del receptor.     

Además, dentro del cáncer de mama HER2+ aproximadamente el 50% expresa 
receptores hormonales y aproximadamente 1/10 cánceres receptores hormonales 
positivo son también HER2+. En este subtipo, conocido como Luminal/HER2 existe 
un cross talk entre la señalización hormonal y HER2 que contribuye a la resistencia 
al tratamiento hormonal. Estas pacientes se benefician de un tratamiento dual 
anti-HER2 más hormonal (Kaufman B, et al. 2009).    

4. Tratamientos anti-HER2
Paul Ehrlich fue un médico y bacteriólogo alemán del siglo XX galardonado con 

el premio Nobel de Medicina en 1908. Hizo por primera vez referencia a las terapias 
diana con la expresión “balas mágicas” y además acuñó el término quimioterapia. 
Por aquel entonces hablaba de compuestos que en función de su especial afinidad por 
microorganismos patógenos tenían poder destructor sobre ellos, a modo de proyectiles 
con mínima repercusión sobre las células sanas del huésped. Esta hipótesis es hoy 
una realidad en Oncología, los avances en la biología molecular y celular junto al 
desarrollo de las tecnologías de alto rendimiento nos ha permitido el desarrollo de 
fármacos dirigidos y específicos. 
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4.1 Trastuzumab: es un anticuerpo monoclonal humanizado (IgG1) que se 
une al dominio extracelular en el subdominio IV del receptor HER2, en la 
región yuxtamembrana. Este epítopo del receptor no está involucrado en la 
heterodimerización con otros receptores de la familia HER, de este modo 
inhibe la dimerización independiente de ligando, no siendo capaz de bloquear la 
heterodimerización inducida por ligando. Los mecanismos de acción descritos son:

La internalización y degradación del receptor tras su unión a trastuzumab.   
Promueve la parada del ciclo celular y apoptosis: produce la inhibición del 
ciclo celular en la transición G1/S, acompañada por un aumento en el nivel 
de p27 y disminución de la ciclina D1 y de la actividad quinasa dependiente 
de ciclina 2 (CDK2).
Inhibición de la señalización intracelular de la vía PI3K/AKT y MAPK. Se 
ha mostrado por técnicas de Western blot la disminución de los niveles de 
fosforilación de AKT y GSK3. 
Disminuye la angiogénesis tumoral: disminuye los niveles de VEGF e 
induce TSP-1 (trombospondina 1, proteína con actividad antiangiogénica). 
Disminuye el crecimiento y densidad de los microvasos (Izumi Y, et al. 
2002). 
Induce el sistema inmune: mediante la citotoxicidad celular dependiente 
de anticuerpos (ADCC). Se ha descrito como las células inmuno-efectoras 
como las células NK expresan el receptor Fcγ y son capaces de reconocer 
y unirse al dominio Fc del anticuerpo trastuzumab IgG1, provocando la 
activación de las células NK para la lisis de las células tumorales. Gennari 
et al, mostraron como había un aumento de infiltración linfocitaria en las 
muestras tumorales tratadas con trastuzumab con respecto a las biopsias 
pretratamiento, siendo este aumento mayor en las pacientes que lograban 
respuesta completa o parcial con respecto a las que no respondieron 
(Gennari R, et al. 2004). 
Inhibe la reparación del DNA: in vitro se ha mostrado como por ejemplo, 

1)
2)

3)

4)

5)

6)
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trastuzumab reduce parcialmente la reparación del DNA (los aductos 
cisplatino-DNA) después de la exposición a cisplatino (Pietras RJ, et al. 
1994). 

 
La aprobación de este fármaco en 1998 se basó en la evidencia del aumento 

significativo de la supervivencia libre de enfermedad (DFS) en mujeres con cáncer 
de mama HER2 positivo y ganglios positivos que recibieron trastuzumab en 
combinación con quimioterapia (basada en antraciclinas y taxanos) como tratamiento 
adyuvante vs quimioterapia sola. 

La Tabla 1 resume los cinco ensayos pivotales que abarcan más de 10.000 
mujeres que demostraron que un año de terapia con trastuzumab proporcionó un 
beneficio clínico significativo.

Tabla 1. Resumen de 5 ensayos clínicos randomizados que muestran el beneficio del uso de trastuzumab 
en pacientes HER2+.
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El beneficio de trastuzumab también se ha demostrado en la enfermedad 
avanzada HER2 positivo. Slamon et al, demostró en Marzo de 2001 en un ensayo 
fase III de primera línea para enfermedad metastásica que añadir trastuzumab a 
la quimioterapia standard asociaba una mejoría significativa en el tiempo libre de 
progresión (PFS) (7.4 vs 4.6 meses; p < 0.001), de la tasa de respuesta objetiva (50% 
vs 32%; p < 0.001) y una menor tasa de muerte al año (22% vs 33%; p= 0.008) en 
comparación con la quimioterapia sola (Slamon DJ, et al. 2001). 

La duración del tratamiento es de un año en adyuvancia y hasta progresión 
o toxicidad en la enfermedad metastásica. Los efectos adversos más frecuentes 
observados con trastuzumab son fiebre, vómitos, reacciones a la infusión, diarrea, 
dolor de cabeza, fatiga, erupción cutánea, neutropenia y anemia. Los efectos adversos 
más graves son las miocardiopatías, la toxicidad pulmonar, reacciones a la infusión 
y la neutropenia febril. La fracción de eyección ventricular izquierda (FEVI) se debe 
evaluar en todos los pacientes antes y durante el tratamiento con trastuzumab.

4.2 Lapatinib: es un inhibidor dual tirosina quinasa reversible ATP competitivo del 
receptor HER1 y HER2. Inhibe el dominio de autofosforilación de ambos receptores, 
bloqueando la señalización downstream: vía ERK1-2 y PI3K-AKT. Presenta un 
mecanismo de acción diferente a trastuzumab sin resistencia cruzada con él.

Existe un ensayo fase III randomizado que compara lapatinib en combinación 
con capecitabina frente a capecitabina en monoterapia en pacientes con enfermedad 
avanzada que han progresado a esquemas de tratamiento que incluyen antraciclinas, 
taxanos y trastuzumab. Dicho estudio mostró que la combinación se asoció a un 
aumento en PFS que fue de 8.4 meses para la combinación frente 4.4 meses de 
capecitabina en monoterapia. El riesgo de progresión se redujo en un 51% (p < 0.001) 
sin aumento de los efectos secundarios (Geyer CE, et al. 2006). 
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Lapatinib también está aprobado en combinación con inhibidores de la 
aromatasa para el tratamiento de mujeres postmenopáusicas en estadios avanzados 
con receptores hormonales y HER2 positivo. Un fase III randomizado doble ciego 
de lapatinib en combinación con letrozol como primera línea para enfermedad 
avanzada, mostró una disminución del riesgo de progresión de enfermedad en la 
rama experimental (HR: 0.71, 95% intervalo de confianza, 0.53- 0.96, p= 0.019). El 
tiempo libre de progresión fue de 8.2 meses frente a 3 meses, la tasa de respuesta del 
28% vs 15% y con un mayor beneficio clínico (48% vs 29%) (Schwartzberg LS, et 
al. 2010). 

4.3 Pertuzumab: es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une al receptor 
HER2 en un epítopo del dominio extracelular (subdominio II) diferente al que 
se une trastuzumab (subdomino IV). Bloquea la activación del receptor HER2 
obstaculizando la dimerización con otros receptores de la familia HER activados 
por ligando, destacando HER3. Como trastuzumab, pertuzumab también es capaz de 
estimular la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos. 

Por lo tanto pertuzumab y trastuzumab, al unirse en diferentes epítopos de 
HER2, presentan mecanismos de acción complementarios. Estos dos fármacos 
cuando se administran conjuntamente, proporcionan un bloqueo más completo de la 
señalización HER2, dando lugar a una mayor actividad antitumoral. La aprobación 
de pertuzumab en combinación con trastuzumab y docetaxel en pacientes con 
cáncer de mama avanzado HER2 positivo en primera línea se basó en los resultados 
obtenidos en el ensayo clínico CLEOPATRA. Es un fase III randomizado comparado 
frente a placebo y con un intervalo libre de enfermedad de al menos 12 meses desde 
el tratamiento neo/adyuvante. Los resultados del estudio mostraron una mediana de 
supervivencia libre de progresión de 12.4 meses en el grupo control vs 18.5 meses 
en el grupo de pertuzuamb (HR: 0.62; IC 95%, 0.51-0.75; p < 0.001). La mediana de 
supevivencia global fue 56.6 meses en el grupo de pertuzumab y 40.8 meses en el de 
control, con una diferencia de 15.7 meses. El perfil de seguridad fue similar en los dos 
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grupos. En estadios tempranos de la enfermedad, la asociación también ha mostrado 
un beneficio. Por ejemplo, en adyuvancia hay un beneficio en términos de intervalo 
libre de enfermedad. A los tres años la DFS fue de 94.1% en el grupo de pertuzumab 
y 93.2% en el grupo placebo, este beneficio fue mayor en la cohorte de ganglios 
positivos (92.0% vs 90.2%, HR: 0.77, p= 0.02) (von Minchwtiz G, et al. 2017). En 
un ensayo de neoadyuvancia fase II (NeoSphere) se evidenció como la combinación 
de trastuzumab con pertuzumab más Docetaxel aumentaba significativamente las 
respuestas patológicas completas, alcanzando un 45.8% (Gianni L, et al. 2012). En 
el resto de ramas las tasas de respuesta patológica fueron: 29% para trastuzumab más 
docetaxel, 16.8% petuzumab más trastuzumab y 24% pertuzumab más docetaxel. 

4.4 T-DM1: Trastuzumab emtansine es un anticuerpo conjugado de trastuzumab con 
un citotóxico inhibidor de la polimerización de microtúbulos, la emtansina. Forman 
un enlace covalente mediante un grupo tiol (-SH), de media hay 3.5 moléculas de 
DM1 por anticuerpo de trastuzumab. T-DM1 tiene un mecanismo de acción dual 
por un lado su unión al dominio extracelular de HER2 produce la internalización 
del complejo antígeno-anticuerpo en el interior de la célula, donde el anticuerpo 
es degradado por proteasas y se produce la liberación del metabolito activo 
(lisina-N-MCC-DM1) en el citoplasma. Este metabolito es una molécula cargada 
por lo que es relativamente impermeable a la membrana celular, reduciendo así la 
posibilidad de que DM1 entre en las células vecinas, por lo que se limita aún más la 
toxicidad inespecífica. Por otro lado, trastuzumab conserva su capacidad citotóxica 
mediada por células dependientes de anticuerpo e inhibe la transducción de señales 
mediada por HER2. El objetivo es dirigirse a las células tumorales, minimizando el 
efecto tóxico sobre los tejidos sanos (Krop I, et al. 2014). 

Un fase II publicado en Journal of Clinical Oncology en 2011 evaluó la eficacia 
y seguridad de T-DM1 (3.6 mg/ kg cada 3 semanas) en pacientes con cáncer de mama 
metastásico HER2 positivo que habían progresado a tratamiento quimioterápico 
previo y tratamiento antiHER2. Los resultados con un seguimiento de ≥ 12 meses 
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en 112 pacientes fueron: la tasa de respuesta objetiva (TRO) 25.9% (IC del 95%, 
18.4% a 34.4%) y la mediana de PFS fue de 4.6 meses (IC del 95%, 3.9 a 8.6 meses). 
T-DM1 fue bien tolerado sin cardiotoxicidad limitante de la dosis (Burris HA, et 
al. 2011). A raíz del ensayo clínico fase III EMILIA, T-DM1 ha sido aprobado en 
pacientes pretratadas con taxanos más trastuzumab. Se ha demostrado que mejora 
la supervivencia libre de progresión y supervivencia global comparado frente a 
lapatinib más capecitabina con una menor toxicidad. Los datos de PFS son de 9.6 vs 
6.4 meses (HR 0.65; 95% IC, 0.55 a 0.85; p < 0.001), una supervivencia global de 
30.9 vs 25.1 meses y una tasa de respuesta de 43.6% vs 30.8% (Verma S, et al. 2012). 

Además también ha demostrado su beneficio en el ensayo TH3RESA donde se 
comparaba T-DM1 frente a otros esquemas en pacientes que habían progresado a dos 
o más tratamientos antiHER2. Las pacientes presentaron una mejor supervivencia 
global (22.7 vs 15.8 meses, HR: 0.68, p= 0.0007) (Krop IE, et al. 2017).  

5. Mecanismos de Resistencia a tratamiento anti-HER2
Como hemos visto, trastuzumab mejora los resultados tanto en estadios tempranos 

como en la enfermedad avanzada en el cáncer de mama HER2 positivo, sin embargo, 
no todas las pacientes responden a trastuzumab (resistencia HER2 primaria o de 
novo) o responden inicialmente presentando una progresión de enfermedad posterior 
(resistencia secundaria o adquirida). 

Se han propuesto diversos mecanismos de resistencia al tratamiento antiHER2 
que incluye: impedimentos de la unión trastuzumab-HER2, señalización por vías 
moleculares alternativas, upregulación de la señalización downstream de HER2 y 
fracaso para provocar una respuesta inmune asociada (Mohd Sharial MS, et al. 2012). 

5.1 p95HER2:
Un mecanismo de resistencia es la proteína truncada de HER2, conocido como 

p95HER2. Esta forma truncada del receptor se forma a través de dos mecanismos: por 
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proteólisis del dominio extracelular del receptor o por la traducción del mRNA que 
codifica la parte interna del receptor. Este receptor se encuentra constitutivamente 
activado en su dominio quinasa y conserva la capacidad de dimerizar con otros 
receptores miembros de la familia HER. Ocasiona resistencia a trastuzumab debido 
a que carece del sitio de unión a trastuzumab. 

p95HER2 se encuentra aproximadamente en el 30% de los casos y está asociado 
con peor pronóstico (Saéz R, et al. 2006). Varios estudios muestran esta resistencia, 
Molina et al. examinaron p95HER2 y p185HER2 en 337 tumores primarios de 
mama y en 81 metástasis ganglionares. p95HER2 fue identificado en el 20.9% 
de los tumores primarios con ganglios negativos, en el 29.1% de pacientes con 1 
ó 3 ganglios afectos y en el 36.7% de pacientes con 4 o más ganglios afectados 
(p= 0.027). p95HER2 se detectó en el 48.8% de ganglios negativos vs en el 73.5% 
de ganglios positivos (p= 0.03), mientras que la sobreexpresión de p185HER2 no 
se relacionó con la enfermedad ganglionar (p= 0.63). Además, p95HER2 fue más 
frecuente en las metástasis ganglionares que en el tumor primario (45.7% vs 26.7%, 
p= 0.0009), mientras que la sobreexpresión de p185HER2 fue similar en ambos 
(22.3% vs 23.5%, p= 0.933). Por lo que el receptor truncado está relacionado con la 
afectación ganglionar sugiriendo un importante papel en la metástasis.  p95HER2 no 
se correlacionó de forma significativa con características clinicopatológicas como la 
edad, tamaño tumoral, estadio, histología o la expresión de receptores hormonales 
(Molina MA, et al. 2002). 

Xia et al mostraron sobre líneas celulares BT-474 de cáncer de mama 
HER2+ como p95HER2 formaba heterodímeros con HER3, pero no con HER1. 
La predilección por HER3 se puede deber al papel de la heregulina que permite 
la transfosforilación entre ambos receptores. Está activación pudo ser inhibida con 
lapatinib pero no con trastuzumab (Xia W, et al. 2004). 
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En el trabajo de Scaltriti se muestra como la expresión de p95HER2 en líneas 
celulares ofrece resistencia a tratamiento con trastuzumab, manteniendo la sensibilidad 
a lapatinib. Analizaron las respuesta a trastuzumab en una serie retrospectiva de 46 
pacientes con cáncer de mama metastásico HER2+, sólo 1/9 (11.1%) que expresaba 
p95HER2 respondió a trastuzumab (con una respuesta parcial), mientras que 19/37 
pacientes (51.4%) con expresión de HER2 se logró respuesta, siendo completa en 5 
pacientes y parcial en 14 (p = 0.029) (Scaltriti M, et al. 2007).  

En 2010 Sperinde et al, correlacionó el alto nivel de expresión de p95HER2 
analizado en tumor metastásico con una menor DFS y supervivencia global (OS) de 
forma significativa, en una cohorte de pacientes metastásicas con cáncer de mama 
HER2+ tratadas con trastuzumab (Sperinde J, et al. 2010). 

5.2 Expresión de mucina 4
La glicoproteína mucina 4 (MUC4), es un miembro de la familia de las mucinas 

que forman una barrera protectora de las células epiteliales, incluyendo el epitelio 
mamario. Los niveles de MUC4 se han visto incrementados en las células resistentes 
a trastuzumab, enmascarando las proteínas de membrana, lo que produce una 
disminución de la capacidad de trastuzumab para unirse al receptor HER2. Esto ha 
hecho que se considere como un mecanismo de resistencia primaria a trastuzumab. 

Nagy et al, comparó líneas celulares sensibles a trastuzumab (SKBR-3 y BT-474) 
con la línea celular JIMT-1 que presenta amplificación de HER2 y resistencias 
primarias a trastuzumab. Los resultados mostraron una diminución en el número 
de uniones entre trastuzumab y JIMT-1 en comparación con las células sensibles. 
Además, estas uniones aumentaban cuando eran pretratadas con metaloproteasas. 
Por lo que los autores confirmaron la hipótesis de que existía un bloqueo molecular 
que obstaculizaba la unión entre trastuzumab y el epítopo IV de HER2. Mostraron 
que la línea celular JIMT-1 expresaba altos niveles de MUC4 en comparación con las 
células sensibles y que existía una correlación inversa entre la densidad de MUC4 y 
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la unión de trastuzumab-HER2. Además al transfectar las células con RNAi_MUC4, 
aumentó significativamente la unión. Todos estos resultados evidenciaron que la 
expresión de MUC4 era un mecanismo de resistencia al dificultar la unión entre el 
fármaco y el receptor. Otra de las características observadas en esta línea celular 
es que a pesar de tener sobreexpresado HER2 presentaban menores niveles de 
fosforilación de los residuos tirosinquinasa de HER2. 

Con todos estos datos propusieron el siguiente modelo celular sobre JIMT-1: 
en el que HER2 se sobreexpresa en etapas tempranas y proporciona ventajas en la 
supervivencia y proliferación, posteriormente sobreexpresa MUC4, aumentado así 
el potencial metastásico de las células y protegiéndolas del sistema inmune. Debido 
a que MUC4 impide la interacción de HER2 con sus compañeros habituales, JIMT-1 
requiere vías alternativas que conduzcan a la activación de PI3K y MAPK (Nagy 
P, et al. 2005). Por otra parte, se ha sugerido que MUC4 podría interactuar como 
un ligando para HER2 desencadenando la fosforilación en el residuo Tyr1248. La 
MUC4 está formada por dos glicoproteínas: ASGP-1 y ASGP-2, siendo esta última 
la que actuaría como un factor de crecimiento epidérmico EGF-like (Price-Schiavi 
SA, et al. 2002). 

5.3 Vías de señalización alternativas
Las células tumorales adquieren capacidades biológicas durante su desarrollo 

que las diferencian de las células normales. Éstas comprenden: el mantenimiento 
de la señalización proliferativa, evitar la respuesta inmunitaria, promover la 
inflamación, la invasión y colonización, inducir la angiogénesis y evadir la muerte 
celular. Además, tienen la capacidad de reclutar células normales que contribuyen a 
la adquisición del microambiente tumoral (Hanahan D, et al. 2011). 

Todo esto lo llevan a cabo a través de vías de señalización. Uno de los 
mecanismos de resistencia a fármacos es utilizar vías de señalización alternativas 
que se seleccionan mediante la presión clonal que ejerce los diferrentes tratamientos. 
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Por ejemplo, se ha descrito la pérdida de amplificación de HER2 después de una 
exposición a tratamiento anti-HER2 durante la neoadyuvancia. Hasta un tercio de 
las pacientes podrían perder la expresión al comparar la biopsia diagnóstica con el 
tumor residual de la cirugía. Estas pacientes presentan un peor pronóstico con mayor 
índice de recaídas (Mittendorf EA, et al. 2009). 

5.3.1 Vía PI3K/AKT/mTOR:
Una de las vías de señalización oncogénica más importantes implicadas en cáncer 

de mama es la vía de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) (Cejalvo JM, et al. 2016). 
Regula comportamientos celulares clave tales como: el crecimiento, supervivencia, 
proliferación, división, apoptosis, migración y el metabolismo celular (Figura 4).

Figura 4. Esquema vía PI3K/AKT/mTOR.
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A. Fisiología de la señalización PI3K
PI3K es un componente de la membrana celular que se agrupa en tres clases 

dependiendo de la estructura de sus subunidades, de los sustratos y de su regulación. 
Además cada clase tiene diferentes isoformas, la clase II está implicada en la 
regulación del tráfico trasnmembrana, la clase III regula la autofagia y la case I es la 
única implicada en cáncer (Leonel F, et al. 2011). 

PI3K es una proteína heterodímera formada por una subunidad reguladora (p85) 
y una subunidad catalítica (p110). Los genes PIK3R1, PIK3R2 y PIK3R3 codifican 
las diferentes isoformas de p85 (p85α, p85β, p55γ, respectivamente); mientras los 
genes PIK3CA, PIK3CB y PIK3CD codifican las isoenzimas p110α, p110β, and 
p110δ, respectivamente. 

Estos genes pueden sufrir mutaciones somáticas que causan hiperactivación 
constitutiva de la vía. Además, también puede ser activada a través de RTKs como 
HER2, que interactúan con p85 de forma directa o indirecta a través de adaptadores 
moleculares (Jiang BH, et al. 2009 y Chapuis N, et al. 2010). Otro mecanismo 
descrito es a través de RAS, el principal efector de la vía MAPK, existiendo un 
cross-talk entre ambas vías. De hecho, RAS activa la clase IA de PI3K de forma 
directa uniéndose a la subunidad catalítica p110 y de forma indirecta por mecanismos 
todavía no bien definidos (Chan TO, et al. 2002). 

Otro mecanismo de activación es a través de los receptores de proteína G 
acoplada (GPCRs), los cuales son activados por diferentes ligandos involucrados 
en el metabolismo, proliferación y supervivencia celular. Tras la interacción 
ligando-receptor activan p110, iniciando la señalización (Guillermet-Guibert J, 
et al. 2008). 

La activación de p85 (la subunidad reguladora) elimina la inhibición sobre  
p110  lo que provoca la activación completa de PI3K.  Los lípidos de membrana 
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fosfatidilinositol (PIP) actúan como segundos mensajeros intracelulares 
de señalización. De este modo PI3K activado cataliza la conversión de 
fosfatidilinositol-3,4,5-difosfato (PIP2) a fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). 
La generación de este segundo mensajero (PIP3) juega un papel importante en la 
señalización a través de diversas proteínas efectoras incluyendo AKT y PDK1. 

Existen mecanismos de autoregulación negativa como INPP4B y PTEN (genes 
supresores de tumores) que desfosforilan PIP2 y PIP3, respectivamente (Miller TW, 
et al. 2011 y Gewinner Ch, et al. 2009). 

Señalización AKT
AKT tiene tres isoformas: AKT1, AKT2 y AKT3. Las tres comparten 

características estructurales, pero con diferente relevancia biológica. Juega un 
papel crítico en la regulación del crecimiento, proliferación, supervivencia y 
apoptosis a través de la fosforilación de diferentes sustratos como: BAD, FOXO, 
BAX y TSC1-TSC2 (Pal SK, et al. 2010 y Irie HY, et al. 2010, Datta SR, et al. 1997, 
Brunet A, et al. 1999 y Rena G, et al. 1999).

 AKT es activado por pasos secuenciales de fosforilación. En el dominio Thr308 
por PIP3 y en el domino Ser473 por mTOR2, lo que produce su activación completa. 
Se ha propuesto que la fosforilación del dominio Ser473 estabiliza la fosforilación de 
Thr308 y así mejorar la actividad catalítica de AKT (Sarbassov DD, et al. 2005). Este 
proceso está regulado negativamente por PHLPP que se encarga de desfosforilar 
AKT (Gao T, et al. 2005, Mendoza MC, et al. 2007 y Liu J, et al. 2011).   

mTOR
mTOR está formado por dos complejos proteícos (Efeyan A, et al. 2009):

El complejo mTORC1 contiene: mTOR, Raptor, mLST8 y PRAS40. 
Regula la síntesis de proteínas involucradas en el metabolimos celular, 
proliferación y angiogénesis. Fosforila dos principales dianas: S6K y 4EBP, 

-
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que estimulan la traducción del mRNA y, en última instancia, el crecimiento 
y la proliferación celular (Fingar DC, et al. 2004). 

El complejo mTORC2 que fosforila AKT y contiene: mTOR, Rictor, 
mSin1, Protor y mLST8. 

En condiciones normales esta señalización está regulada por mecanismos de 
feedback negativo.

B. Alteraciones de la vía PI3K en la carcinogénesis del ca de mama
Esta compleja red de señalización PI3K se ve afectada a diferentes niveles 

incluyendo amplificación, sobreexpresión, translocación y mutaciones que 
desempeñan un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento del cáncer, 
además de poder contribuir a la resistencia terapéutica (Cizkova M, et al. 2010). Se 
ha encontrado alteraciones de la vía en un 70% de los tumores de mama en al menos 
un componente. La pérdida de PTEN, mutaciones PIK3CA y otras alteraciones como 
a nivel de PDK1 y AKT son algunos de los mecanismos conocidos que activan la vía 
(Lopez-knowles E, et al. 2010). 

Activación de la vía PI3K a través de los receptores tirosina quinasa, RAS y 
GPCRs.

Es frecuente en las células cancerosas que los RTKs estén mutados, amplificados 
o sobreexpresados causando la activación constitutiva de la vía en ausencia de 
factores de crecimiento. Por otro lado, la mutación de RAS conducen también a la 
activación constitutiva de la vía (Kyriakis JM, et al. 2009). 

Otro de los mecanismos son los GPCRs que están altamente expresados en 
el cáncer de mama y en la metástasis. Müller et al, han identificado altos niveles 
de expresión de sus ligandos en órganos destino de las metástasis del cáncer de 
mama. Además, cuando in vivo se neutralizan las interacciones ligando-receptor 

-
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se disminuye significativamente las metástasis (Katoh M, et al. 2010 y Müller A, 
et al. 2001). 

Pérdida de PTEN 
La pérdida de PTEN es una de las alteraciones genéticas más común de la 

señalización PI3K. La pérdida de su feedback negativo provoca la acumulación de 
PIP3 y por tanto activa la fosforilación de AKT. La pérdida de PTEN se produce 
a través de diferentes maneras, incluyendo mutaciones somáticas, pérdida de 
heterocigosidad y metilación del promotor que conduce a silenciamiento génico. 

Las mutaciones de PTEN, la mayoría esporádicas, son relativamente poco 
comunes en el cáncer de mama (<5%). Sin embargo, la metilación del promotor, 
la pérdida de heterocigosidad y la regulación a nivel de RNA o proteína son más 
frecuentes (30%) (Stemke-Hale K, et al. 2008). 

La asociación entre la pérdida de PTEN con marcadores clínico-patológicas 
y pronóstico no está clara. Sin embargo, algunos estudios han demostrados su 
asociación con alto grado, tamaño tumoral, ganglios linfáticos afectos, metástasis, 
receptores hormonales negativos, aumento de la angiogénesis tumoral y mal 
pronóstico (Lee JS, et al. 2004). 

Activación PIK3CA 
Las mutaciones somáticas del gen PIK3CA también causan la señalización 

constitutiva de la vía. Por lo tanto, la presencia de estas mutaciones confieren 
resistencia a las terapias dirigidas a RTKs (Courtney KD, et al. 2010). 

Las mutaciones con ganancia de función ocurren con frecuencia en tres hot spots 
en los exones 9 y 20 que corresponden a los dominios helicoidales y catalíticas de 
p110α (Baselga J, et al. 2011). Algunos estudios muestran que las mutaciones en el 
exón 20 (dominio catalítico) son los más comunes en el cáncer de mama y producen 



Introducción · 37

la activación constitutiva del dominio quinasa. Mientras que las mutaciones en el 
exón 9 anulan la interacción intermolecular inhibitoria entre p85 y p110 (Miled N, 
et al. 2007 y Huang CH, et al. 2007). La biología subyacente de las dos mutaciones 
no son equivalentes (Coughlin CM, et al. 2010), Además, no son mutuamente 
excluyentes y actúan de forma sinérgica cuando ambas están presentes (Zhao L, et 
al. 2008). 

Las mutaciones PIK3CA se han descrito en aproximadamente un tercio del 
cáncer de mama: 34.5% en receptores hormonales, 22.7% en HER2 positivo y 
8.3% en los tumores de tipo basal (Stemke-Hale K, et al. 2008). La implicación 
pronóstica de estas mutaciones es todavía incierta, Kalinsky y su equipo analizaron 
590 muestras de tumores primarios de mama con una mediana de seguimiento de 
12.8 años. Mostraron como la mutación PIK3CA se asociaba significativamente 
con la edad avanzada al momento del diagnóstico, receptores hormonales positivos, 
HER2 negativo, tumor de bajo grado histológico y ganglios linfáticos negativos. 
Las pacientes que presentaban la mutación tenían una mejora significativa de la 
supervivencia global y supervivencia específica del cáncer de mama. La mutación 
H1047R se asoció con ganglios negativos, mientras que las mutaciones del dominio 
helicoidal se asociaron con mayor edad al momento del diagnóstico (Kalinsky K, et 
al. 2009). 

Estas mutaciones contribuyen a la carcinogénesis a través de mecanismos 
dependientes e independientes de AKT (Vasudevan KM, et al. 2009). Además, en 
cáncer de mama existen otras alteraciones menos frecuentes como la amplificación 
de PIK3CA.

Desregulación de AKT 
La hiperactivación de la señalización AKT es una de las características más 

comunes en el cáncer de mama, López-Knowles et al. ha encontrado una asociación 
positiva de AKT con alto grado tumoral, receptores hormonales negativos, HER2 
positivo y mortalidad por cáncer de mama. 
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Las diferentes isoformas de AKT tienen funciones distintas, por ejemplo la 
sobreexpresión AKT2 está implicado en la diseminación metastásica, en líneas 
celulares HER2  aumenta la invasividad in vitro y metástasis en modelos animales 
(Arboleda MJ, et al. 2003). Diferentes estudios han demostrado que AKT2 promueve 
características mesenquimales e invasividad celular. Mientras que la sobreexpresión 
de AKT1 promueve la supervivencia y crecimiento celular y reduce la migración y 
la invasión (Chin YR, et al. 2011). 

Se ha descrito una mutación somática en AKT1 que conduce a su activación 
constitutiva con la fosforilación en Ser473, incluso en la ausencia de PIP3. Esta 
mutación ha sido identificada en el 8% de los cánceres de mama, otras alteraciones 
como amplificación y sobreexpresión de AKT1 también se han observado en un 
subgrupo más pequeño. La amplificación de AKT2 se ha detectado en el 4%, mientras 
que la sobreexpresión se encontró en el 10-20% (Cidado J, et al. 2012)

C. VÍA PI3K Y CA. DE MAMA HER2 POSITIVO
La activación de la vía PI3K es uno de los mecanismo descritos como resistencia 

al tratamiento anti-HER2. La frecuencia y el tipo de aberraciones de la vía depende del 
subtipo de cáncer de mama, de forma global entre un 20-25% presentan mutaciones. 
En el cáncer de mama HER2 positivo representa entre un 15-23%, siendo la pérdida 
de PTEN una de las alteraciones más frecuente (20-25%). 

Berns et al. demostraron como en las células BT-474 knockdown para PTEN 
disminuía la sensibilidad a trastuzumab. También estudió el papel de la mutación 
H1047R del gen PIK3CA en la resistencia a trastuzumab mediante la transfección 
del gen mutado en la línea celular SKBR-3 y BT-474, mostrando una disminución de 
sensibilidad con respecto a las células wild type (Berns K, et al. 2007). 

Estos hallazgos encontrados en líneas celulares también se han reproducido 
en pacientes, donde tanto la pérdida de PTEN como las mutaciones PIK3CA se 
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han correlacionado con periodos de supervivencia más cortos y peor respuesta a 
tratamientos con trastuzumab en enfermedad metastásica (Esteva FJ, et al. 2010, 
Nagata Y, et al. 2004 y Wang L, et al. 2011). Sin embargo, los estudios en líneas 
celulares con lapatinib son controvertidos, han puesto de manifiesto que mientras 
que las mutaciones en PIK3CA predicen resistencia, la pérdida de PTEN podría no 
tener papel. Dave et al, confirmaron en la neoadyuvancia como la pérdida de PTEN 
o mutación en PIK3CA fueron factores de resistencia al tratamiento con trastuzumab 
(p= 0.015), mientras la pérdida de PTEN se asoció con una alta tasa de respuesta 
patológica completa (RPC) en las pacientes tratadas con lapatinb (p= 0.007). Estos 
datos sugieren su potencial como biomarcadores de pronóstico (Dave B, et al. 2011).

 
En 2013 se publicó un análisis sobre el tejido tumoral de archivo del estudio 

EMILIA que confirma que las pacientes con mutación en PIK3CA dentro de la rama 
de capecitabina/lapatinib tuvieron una PFS y OS más cortos en comparación con 
las pacientes sin mutación. Por el contrario, las pacientes asignadas al grupo de 
T-DM1 tuvieron progresiones y supervivencias similares, independientemente de 
la presencia de la mutación. Estos datos sugieren que el mecanismo de acción de 
T-DM1 podría superar la resistencia de la  mutación PIK3CA (Baselga J, et al. 2013). 

Recientemente se ha publicado el resultado de la asociación de la RPC y de 
las mutaciones PIK3CA en el exón 9 y 20 en pacientes con cáncer primario de 
mama HER2 positivo que recibieron trastuzumab o lapatinib o la combinación 
más quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos. El estudio informa que las 
pacientes con mutaciones en PIK3CA tienen menos probabilidades de lograr una 
RPC después de tratamiento neoadyuvante, incluso aunque recibiesen un tratamiento 
dual anti-HER2 (Loibl S, et al. 2014).
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5.3.2 Cross-talk con otros receptores: 
A. Receptores Tirosina quinasa:
a. Transición Epitelio-Mesénquima (EMT): AXL y MET

El fenómeno de la transición epitelio-mesénquima (EMT) ha sido descrito como 
mecanismo en el proceso de metastatización de los tumores epiteliales como el cáncer 
de mama. La principal característica de la transición epitelio-mesénquima es la 
pérdida de las uniones intercelulares y del contacto célula-célula y como consecuencia 
se adquiere un fenotipo mesenquimal y pérdida del epitelial. Estas células presentan 
una mayor motilidad celular y capacidad de generar colonias metastásicas en órganos 
a distancia. Este fenotipo mesenquimal les dota de un incremento en la capacidad 
de auto-renovación celular y aumento de la heterogeneidad celular, adquiriendo una 
subpoblación celular con rasgos stem-like. 

La EMT es un proceso reversible, de hecho, las células deben someterse a una 
transición mesénquima-epitelio (MET) para poder desarrollar las macrometástasis. 
La plasticidad celular permite estos dos procesos de transición que representan dos 
estados finales de un proceso dinámico. La reversibilidad de esta transición hace 
que la evidencia de este proceso a nivel de anatomía patológica en las biopsias 
sea complicada, debido a que cuando analizamos la enfermedad metastásica 
mediante las biopsias, muchas de estas células se han sometido al proceso MET 
y la subpoblación que mantiene características mesenquimales son difícilmente 
distinguibles de los fibroblastos. Para adquirir el fenotipo mesenquimal las 
células deben presentar múltiples cambios moleculares y una expresión de genes 
diferencial, siendo un proceso complejo que implica a múltiples vías de señalización 
molecular (Wu Y, et al. 2016). Las células sufren un proceso denominado cadherin 
swithing, sobreexpresando proteínas como N-cadherina, vimentina y fibronectina y 
disminuyendo la expresión de proteínas de adhesión como E-cadherina. Además, se 
han descrito otros biomarcadores como los factores de transcripción: Snail, Slug y 
Twist. 
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La transición epitelio-mesénquima se ha relacionado como mecanismo de 
resistencia a diferentes tratamientos por lo que el estudio de los diferentes mecanismos 
moleculares que intervienen en este proceso son clave para el desarrollo de nuevas 
dianas terapéuticas. Se han descrito algunos receptores de membrana implicados en 
la transición epitelio-mesénquima y en mecanismos de resistencia a tratamientos 
tales como:    

AXL: El gen AXL se encuentra en el cromosoma 19q13.2, codificado por 20 exones. 
Es un receptor transmembrana de la familia TAM con actividad tirosina quinasa 
formado por (Figura 5):

Dominio extracelular: con dos dominios inmunoglobulina-like N-terminal 
(dominio Ig-like) y dos dominos de fibronectina tipo III (FNIII). Implicados 
en la unión al ligando Gas6 (growth arrest-specific 6).
Dominio transmembrana.
Dominio intracelular: donde se localiza la actividad tirosina quinasa. 

-

-

-

Figura 5. Esquema del receptor AXL
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Su potencial oncogénico se debe al dominio tirosina quinasa que puede estar 
activado de forma dependiente o independiente de ligando. Su ligando, Gas6, se 
une al dominio extracelular (2:2) induciendo la homodirmerización del receptor y la 
trans-autofosforilación. La activación independiente de ligando (Gas6 independiente) 
se produce por una sobreexpresión del receptor que causa uniones homofílicas entres 
sus dominios extracelulares y con ello la activación del dominio intracelular o por 
heterodimerización con otros receptores como EGFR, MET y HER2. 

AXL puede señalizar a través de diferentes vías como PI3K/AKT, ERK y NF-κB 
modulando importantes procesos como la invasión, angiogénesis, supervivencia y 
proliferación celular (Torka R, et al. 2014). 

Este receptor se ha relacionado con la transición epitelio-mesénquima, la 
promoción de la supervivencia celular, resistencia anoikis, invasión y metástasis 
y a peor pronóstitco en diferentes tipos de tumores. Por ejemplo, en el tumor de 
GIST se ha descrito como mecanismo de resistencia a imatinib mediante la 
sobreexpresión del ligando Gas6. También ha sido descrito una mayor activación 
de AXL en modelos de cáncer de pulmón con resistencia adquirida a erlotinib e 
inducción de la transición epitelio-mesénquima (Zhang Z, et al. 2012). Brand et al, 
mostraron como AXL estaba involucrado en la resistencia adquirida a cetuximab 
en modelos de carcinoma escamoso de cabeza y cuello (Brand TM, et al. 2014). 
En una cohorte de pacientes con cáncer colorectal (n=223) AXL y Gas6 estaban 
presentes en los tumores menos diferenciados y Gas6 se encontraba asociado a la 
afectación ganglionar mostrando una mayor expresión en la enfermedad avanzada 
(Martinelli E, et al. 2015). Además, Dunne et al, asociaron AXL como un factor 
de mal pronóstico independiente en estadios temprano de cáncer colorectal (Dunne 
PD, et al. 2014).  En modelos ortotópicos in vivo de cáncer de mama con la línea 
celular MDA-MB-231 se ha objetivado como la inhibición de AXL disminuye la 
migración y metástasis pulmonares, subrayando el papel de AXL en la promoción 
del crecimiento tumoral y metástasis (Li Y, et al. 2009).   
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En el caso del cáncer de mama, por ejemplo Asiedu et al, muestran como 
AXL induce la transición epitelio-mesénquima y regula la función de las stem 
cells. Además encontraron como su expresión estaba relacionada con genes 
reguladores de metástasis, aumento de tumorogénesis, invasión y migración. Por otra 
parte, la inactivación de AXL redujo la formación de tumores in vivo (Asiedu MK, 
et al. 2013). Gjerdrum et al, también confirmaron el papel de AXL en la transición 
epitelio-mesénquima y su papel en la formación de metástasis en modelos in vivo con 
la línea celular MDA-MB-231, además validaron en una cohorte de pacientes (n= 190) 
como la expresión de AXL era un factor pronóstico negativo independiente asociado 
a un reducción en la supervivencia global y estaba significativamente elevado en la 
metástasis comparado de forma pareada con el tumor primario (Gjerdrum C, et al. 
2010).

Vuoriluoto et al, han estudiado la relación de la vimentina (VIM) en la regulación 
de AXL sobre líneas celulares de cáncer de mama Basal-like. Describen como VIM 
regula la expresión de varios genes implicados en la transición epitelio-mesénquima 
y validan los resultados con una cohorte de pacientes. Muestran una importante 
relación entre la expresión de VIM y de AXL, sugiriendo a AXL como un mediador 
downstream de los efectos inducidos por vimentina sobre la motilidad celular. Tras 
silenciar la expresión de VIM se produce una down-regulación tanto de los niveles 
de mRNA como de proteína de AXL y como consecuencia una inhibición en la 
motilidad celular. Además también han objetivado en modelos in vivo de ratones 
como AXL contribuye a la extravasación de las células del torrente circulatorio 
(Vuoriluoto K, et al. 2011).      

En cuanto al cáncer de mama HER2 positivo, Li Liu et al, han trabajado sobre 
líneas sensibles y con resistencia adquirida a lapatinb en células de cáncer de mama 
HER2+ y RE+. Muestran como la sobreexpresión de AXL desempeña un papel 
en la resistencia adquirida a lapatinib. La línea celular BT-474 lapatinib resistente 
presentaba una mayor expresión de AXL que la línea celular BT474 lapatinib 
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sensible. Cuando las células fueron tratadas con GSK1363089 (un inhibidor potente 
de AXL, MET y VEGFR), se consiguió restaurar la sensibilidad a lapatinb, sin 
embargo los inhibidores de MET y de la familia de VEGFR no tuvieron este mismo 
efecto. Además al tratar las células con siRNA_AXL se restauró la sensibilidad a 
lapatinib en las células resistentes. También correlacionaron la expresión de AXL 
con la expresión de RE, el tratamiento hormonal (con letrozol o fulvestrant) redujo 
los niveles AXL e inhibió el crecimiento celular en combinación con lapatinib. 
Además los suplementos de estrógenos restauraron la sobreexpresión de AXL y por 
tanto la resistencia de las células a lapatinib (Liu Li, et al. 2009).

MET: MET es un proto-oncogen localizado en el cromosoma 7q21-31, es un RTK 
cuyo ligando es HGF (factor de crecimiento de hepatocito). Está formado por  
(Figura 6):

Dominio extracelular que incluye dominio semaphorin N-terminal (SEMA), 
un dominio integrina (PSI) y cuatro dominios Ig-like (IPT).
Dominio transmembrana.
Dominio intracelular formado por un dominio yuxtamembrana (JM) y una 
región catalítica con actividad tirosina quinasa. Finaliza en una cadena 
c-terminal (MFDS) responsable de reclutar moléculas transductoras y 
adaptadores citoplasmáticos. 

Figura 6. Esquema del receptor MET

-

-
-
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AXL y MET comparten una serie de características y desempeñan un papel 
similar. MET juega un papel importante es las vías de señalización en el proceso 
de oncogénesis, ya que regula la proliferación e invasión celular, la angiogénesis 
y la regulación de las stem cell del cáncer. Desempeña un papel central en la 
remodelación y morfogénesis del tejido epitelial, contribuyendo a la transición 
epitelio-mesénquima. 

En circunstancias normales se produce una homodimerización mediada por 
ligando resultando la autofosforilación de los residuos de tirosina quinasa y activando 
diferentes proteínas de señalización esenciales para las actividades biológicas 
mediadas por MET que conducen a la activación de vías dowstream como MAPK y 
PI3K/AKT. 

MET también interacciona con otras proteínas de membrana para modular 
diferentes señales, como por ejemplo: las integrinas y plexinas de clase B que 
contribuyen a la migración e invasión; CD44 que conduce a la activación de la vía 
MAPK; y los RTK como AXL, VEGFR y la familia HER contribuyendo con este 
cross-talk a resistencia a terapias dirigidas. 

MET se encuentra desregulado en múltiples tipos de cáncer, se han descrito 
diferentes alteraciones como mutaciones en el receptor a nivel del domino quinasa, 
yuxtamembrana y dominio extracelular;  amplificación del gen; aumento de expresión 
de la proteína; aumento de expresión del ligando; y alteraciones moleculares en otros 
componentes de la vía que activan MET como la pérdida de fosfatasas específicas 
de MET o mutaciones en c-Cbl que está implicado en la ubiquitinación de MET 
(Maroun CR, et al. 2014). 

Este receptor y su ligando están frecuentemente sobreexpresados en el cáncer 
de mama y se ha correlacionado con una menor DFS y OS, siendo identificado como 
un predictor independiente de mal pronóstico. MET y HER2 han mostrado un efecto 
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sinérgico en promover la invasión celular, sugiriendo que los tumores que expresan 
ambos receptores podrían ser más agresivos (Khoury H, et al. 2005). 

Además datos preclínicos muestran como MET contribuye a la resistencia a 
trastuzumab en líneas celulares de cáncer de mama HER2. En el trabajo de Shattuck 
et al, identificaron como MET contribuye a la resistencia a trastuzumab en líneas 
celulares de cáncer de mama HER2+ (BT474, SKBR3). Al bloquear MET con RNA 
interferente o con un inhibidor de MET (SU11274), hubo una sensibilizacón de 
las células mejorando significativamente la respuesta a trastuzumab (Shattuck DL, 
et al. 2008). 

Minuti et al, han correlacionado la amplificación del gen MET y HGF con 
mal pronóstico y resistencia a trastuzumab en cáncer de mama metastásico HER2 
positivo. En un estudio retrospectivo con una cohorte de 130 pacientes con cáncer 
de mama metastásico HER2 positivo, analizaron en el tumor primario (obtenido 
de la cirugía sin haber recibido ningún tratamiento previo) el número de copias de 
genes de MET y HGF por FISH. Las pacientes fueron tratadas con trastuzumab en 
monoterapia o en combinación con quimioterapia. Se identificó 36 pacientes con 
FISH+ para MET que presentaban de forma significativa una mayor tasa de fracaso a 
trastuzumab (44.4% vs 16%, p= 0.001) y una menor PFS (5.7 vs 9.9 meses, HR 1.74; 
p= 0.006) que las pacientes (n= 94) con FISH negativo. La ganancia del número 
de copias del gen HGF fue evaluado en 84 casos (64.4%), siendo positivo en 33 
pacientes y estuvo asociado con mayor riesgo de fracaso a trastuzumab comparado 
con las pacientes FISH negativo (30.3% vs 7.8%, p= 0.007). Aunque la activación 
de MET puede ser independiente o dependiente de ligando, estos resultados sugieren 
que la activación de MET dependiente de ligando podría representar un mecanismo 
de resistencia importante en el cáncer de mama HER2 positivo, lo que indica un 
posible papel de tratamiento combinado anti-MET y anti-HER2 (Minuti G, et al. 
2012). 
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Del ensayo EGF20009 se evaluó la expresión de MET en una cohorte de 60 
pacientes con cáncer de mama metastásiso HER2 positivo tratadas con lapatinib en 
monoterapia como primera línea. La sobreexpresión fue evaluada por FISH en tumor 
primario o metastásico. Las pacientes con altos niveles de MET mostraron peor PFS 
con respecto a las pacientes con bajos niveles (19.29 vs  28.14 semanas, p< 0.0225) 
(Liu L, et al. 2011). En otros modelos preclínicos con líneas celulares de cáncer 
gástrico HER2 positivo también se ha descrito MET como mecanismo de resistencia 
a lapatinib a través de la activación de ERK y AKT (Chen C, et al. 2012). 

Paulson et al, han puesto en relieve la gran heterogeneidad intratumoral en la 
expresión de diferentes RTKs entre las diferentes subpoblaciones celulares. Para 
elucidar la relación entre MET y HER2 en cáncer de mama, analizaron sobre líneas 
celulares MET+/HER+ como afecta la pérdida de MET o HER2. Al silenciar MET 
se produjo un aumento de HER2 y al silenciar HER2 aumentó la activación de MET. 
La pérdida de HER2 y MET ocasionó además una disminución de la señal PI3K/
AKT y aumento de la dependencia de MAPK (Paulson AK, et al. 2013).

b. Otros: IGFR, FGFR, RON, EphA2
IGFR: La sobreexpresión de IGFR y el aumento de los niveles de la 

heterodimerización de HER2/IGFR incrementan la señalización a través de PI3K 
produciendo resistencia a trastuzumab. Lu et al. mostraron como líneas celulares con 
sobreexpresión de HER2 y IGFR-1 presentaban resistencia a trastuzumab y como 
esta resistencia era vencida al combinar trastuzumab con anticuerpos anti IGFR-1 o 
IGFBP-3 (proteína de unión 3 factor de crecimiento de la insulina) (Lu Y, et al. 2001). 
Tres años más tarde, mostraron como la señalización a través de IGF-1 aumentaba 
los niveles de SKP2, una ubiquitana ligasa para p27. Por lo que se produce una 
disminución de p27 y evita la parada del ciclo celular en G1/S, incluso en presencia 
de trastuzumab (Lu Y, et al. 2004). 
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El grupo de Nahta muestran como IGFR-1 se sobreexpresa en una clona celular 
resistente a trastuzumab. El cross-talk entre IGFR-1 y HER2 se pone en evidencia 
ya que la estimulación de IGF-1 produce un aumento de la fosforilación de HER2 y 
además tras el tratamiento con un inhibidor TK del receptor produce una disminución 
de la fosforilación de HER2 en dicha línea celular resistente. Además, la inhibición 
de la actividad TK de IGFR-1 aumenta la sensibilidad a trastuzumab de las células 
resistentes. La interacción HER2-IGFR fue interrumpida con la exposición a un 
anticuerpo anti-IGFR-1 y en menor medida con pertuzumab. Esta disrupción del 
heterodímero restauró la sensibilidad a trastuzumab. Ha sido la primera vez que se 
describe como pertuzumab inhibe la dimerización de HER2 con un receptor que no 
es de la familia HER. Estos autores también mostraron que las vías PI3K/AKT y 
MAPK pueden ser activadas más rápidamente por la estimulación de IGF-1 en las 
células resistentes que en las sensibles (Nahta T, et al. 2005). 

Sin embargo, a pesar de estos datos preclínicos, los resultados en la clínica sobre 
el papel de IGFR-1 en la resistencia a trastuzumab son inconsistentes. Kostler et al, 
evaluó por IHQ la expresión de IGFR-1 en muestras de cáncer de mama metastásico 
HER2 positivo de 72 pacientes tratadas con esquemas basados en trastuzumab. No 
se encontró correlación entre la expresión del receptor con la respuesta, PFS, OS, 
beneficio clínico, ni tampoco con características clínicas o biológicas (Kostler WJ, 
et al. 2006). Y más recientemente, Edith Perez ha publicado como la expresión 
de IGF1R no está asociada con diferente beneficio a trastuzumab en adyuvancia 
(Reinholz M, et al. 2017). La expresión de IGF1R fue evaluado por IHQ, siendo el 
41% de las paciente (708/1734) IGF1R+. La expresión del receptor fue asociada: a 
pacientes jóvenes (mediana de 48 vs 51 años, p= 0.007), a expresión de receptores 
hormonales (78% vs 35%, p< 0.001), afectación ganglionar (89% vs 83%, p< 0.001) 
y tumores ≥ 2 cm (72% vs 67%, p=0.02). Sin embargo la expresión de IGF1R no 
afectó a DFS, por lo que no predijo resistencia a tratamiento con trastuzumab.  
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FGFR: pertenece a la familia de receptores tirosina quinasa, está formado por 4 
receptores y 23 ligandos. La amplificación y sobreexpresión del receptor del 
factor de crecimiento 2 (FGFR2) se ha observado en cáncer de mama, además un 
polimorfismo de FGFR2 se ha asociado al aumento del riesgo de padecer cáncer de 
mama. Por lo que este gen podría actuar como un driver en la oncogénesis y ser una 
potencial diana de tratamiento. En el caso de FGFR2 mediante la unión a ligando 
se produce su dimerización y autofosforilación desencadenando la activación y 
señalización a través de AKT y ERK. Azuma et al, establecieron una línea celular 
resistente a lapatinib (UACC812/LR) mediante la exposición continua a lapatinib 
en una línea parenteral HER2+ lapatinib sensible. En la población resistente el 
gen FGFR2 fue altamente amplificado, acompañado de su sobreexpresión y la 
disminución de la expresión de HER2, en el ensayo de proliferación se mostró como 
la IC50 de PD173074 (un inhibidor tirosina quinasa de molécula pequeña de FGFR) 
era 10.000 veces menor en la población resistente que en la parenteral. Este fármaco 
disminuyó la fosforilación de FGFR2 e indujo la apoptosis en las células UACC812/
LR, pero no en las células sensibles (Azuma K, et al. 2011). Estos datos proponen que 
FGFR2 podría ser una molécula fundamental en la supervivencia de UACC812/LR e 
independiente de la vía de HER2, sugiriendo que se produce un switch desde la vía 
HER2 a FGFR2 que permite a las células ser resistentes al tratamiento anti-HER2. 

 
Hanker et al, a partir de la línea parenteral BT-474 desarrollaron una línea con 

resistencia a lapatinib + trastuzumab. Observaron un incremento en el número de 
copias de FGF3/4/19 junto con un incremento de la fosforilación de FGFR. Además 
el tratamiento con inhibidores tirosina quinasa de FGFR revirtió la resistencia 
adquirida sobre esta línea celular. 

En una cohorte de pacientes del ensayo FinHer (donde se randomizaba tras 
cirugía a quimioterapia +/- trastuzumab) se ha relacionado la alta expresión de FGFR1 
con una disminución del beneficio de trastuzumab en adyuvancia en pacientes con 
cáncer de mama HER2 positivo. Además en las pacientes del ensayo NeoALTTO, se 
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correlacionó la amplificación de FGFR1 y FGF3 con una menor respuesta patológica 
completa (Hanker AB, et al. 2017). 

RON: El receptor RON (Receptor d’Origine Nantais) pertenece a la familia de 
receptores tirosina quinasa, miembro de la familia de MET. Wang et al, mostraron 
como en la línea celular SKBR3 con resistencia adquirida a lapatinib se revirtió dicha 
resistencia tras tratamiento con inhibidores del receptor RON y con siRNA_RON 
(Wang Q, et al. 2013). 

EphA2: EphA2 también es un RTK de la familia Eph. Tras el contacto célula-célula, 
los receptores Eph interactúan con sus ligandos llamados efrinas. Se ha relacionado 
con la oncogénesis y la progresión metastásica, se ha detectado en la neovasculatura 
tumoral desempeñando un papel en la angiogénesis tumoral. Su función en la 
oncogénesis parece ser independiente de ligando, su señalización parece mediada a 
través del cross-talk con otros receptores de membrana celular. 

En pacientes con cáncer de mama HER2 se ha correlacionado la sobreexpresión 
de EphA2 con una disminución en DFS y OS. EphA2 forma un complejo con 
HER2 aumentando la señal MAPK y RhoA GTPasa, aumentando la proliferación 
y movilidad celular. El estudio de Zhuang et al, muestra que niveles elevados de 
EphA2 es un importante contribuyente a la resistencia a trastuzumab primaria y 
secundaria. Además inhibiendo EphA2, in vivo y sobre líneas celulares resistentes 
a trastuzumab con sobreexpresión de EphA2, se puede restaurar la sensibilidad a 
trastuzumab (Zhuang G, et al. 2010).

B. Receptores Hormonales
Las pacientes luminales/HER2+ presentan dos vías de señalización importantes 

la de HER2 y la de los receptores de estrógeno. Se sabe que existe un cross-talk entre 
ambas vías que contribuyen a la resistencia de los tratamientos, por ello es necesario 
bloquear ambas señalizaciones. Existen estudios preclínicos que evidencian como 
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la señalización HER2 contribuye a la resistencia del tratamiento hormonal, además 
la combinación de trastuzumab a tamoxifeno o fulvestrant restaura la sensibilidad a 
la hormonoterapia e inhibe el crecimiento tumoral. Hay diversos ensayos clínicos 
que muestran como la asociación de ambos tratamientos es más efectiva que la 
monoterapia. Existe un fase III en enfermedad avanzada (ensayo clínico TAnDEM) 
(Kaufman B, et al. 2009) que combina anastrozol con trastuzumab en pacientes 
postmenopáusicas RE+/HER2+, evidenciando una mejora en términos de PFS en la 
rama de la combinación con respecto a anastrozol en monoterapia (4.8 vs 2.4 meses, 
p= 0.0016). Además en estudios de neoadyuvancia con tratamiento anti-HER2 las 
pacientes con expresión de RE+ presentaban menores tasas de respuesta completa 
(De Azambuja E, et al. 2014). 

C. Otros receptores de la familia HER
Otros miembros de la familia HER pueden desempeñar un papel oncogénico. 

Se ha descrito como los tumores pueden expresar múltiples receptores de la familia 
y diferentes ligandos (Smith BL, et al. 2004). Los ligandos se pueden agrupar en tres 
clases: 

EGF, Amfiregulina, TGFα: se unen a HER1.
BTC, heparin-binding EGF y Epiregulina: se unen tanto a HER1 como 
HER4.
Neuregulinas que se unen a HER3 y HER4 (Motoyama AB, et al. 2002).

En la clínica existen datos de una correlación positiva entre los niveles de 
expresión del homodímero HER2/HER2 con las tasas de respuesta y supervivencia 
en pacientes con cáncer de mama HER2 tratadas con trastuzumab (Desmedt C, et al. 
2009 y Toi M, et al. 2010). Pero como hemos descrito anteriormente, HER2 puede 
formar heterodímeros tras la unión del ligando. Esta heterodimerización induce 
la actividad intrínseca del dominio tirosina quinasa y con ello la transducción de 
señal, promoviendo la resistencia a trastuzumab, ya que dicho fármaco es incapaz de 
bloquear los heterodímeros (Garrett JT, et al. 2011). 

-

-

-
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Ritter et al, demostró como las células con resistencia adquirida a trastuzumab 
presentaban altos niveles de EGFR fosforilado (pEGFR) y heterodímeros EGFR/
HER2, así como sobreexpresión a nivel de RNA de TGFα, heregulina y heparin-
binding EGF con respecto a las células sensibles. Erlotinib y gefitinib inhibieron la 
fosforilación de HER2, además gefitinib también inhibió la asociación de p85 con 
pHER3. Ambos inhibidores de EGFR y lapatinb indujeron apoptosis e inhibieron in 
vivo el crecimiento de las células resistentes (Ritter CA, et al. 2007). 

Para evaluar el papel de TGFα en la resistencia a trastuzumab, Valabrega et 
al, mostraron in vitro como las células transfectadas con cDNA TGFα se hicieron 
resistentes a trastuzumab, se redujo la proporción de receptores internalizados 
y degradados. Además compararon tres muestras tumorales antes del inicio de 
tratamiento con trastuzumab y tras la progresión, evidenciando altos niveles de TGFα 
en la progresión con respecto a las muestras iniciales (Valabrega G, et al. 2005).

D. Polimorfismo FcϒR  
Trastuzumab al tratarse de un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1 se 

une primero a las células tumorales contra el receptor HER2 y después se une a 
las células efectoras a través de sus IgG Fc receptores (FcϒRs). Estos FcϒRs se 
expresan en los leucocitos y se clasifican en tres clases: FcϒRI, FcϒRII y FcϒRIII. 
Las dos últimas clases se subdividen en FcϒRIIa, FcϒRIIb, FcϒRIIIa y FcϒRIIIb. 
Los receptores se diferencian por su afinidad por IgG. FcϒRI tiene una alta afinidad 
por IgG y puede unirse a IgG monomérico, a diferencia de FcϒRII y FcϒRIII que 
presentan una afinidad más débil y por lo tanto sólo pueden unirse eficazmente con 
complejos multiméricos. Además, FcϒRIIb y FcϒRIIIb no tienen actividad ADCC, 
sin embargo FcϒRIIa y FcϒRIIIa activan FcϒRs que se expresan en los monocitos, 
macrófagos y células NK.  

En FcϒRIIa existe un polimorfismo en la posición 131 de un único nucleótido de 
histidina (H)/ arginina (R) y en FcϒRIIIa en la posición 158 de Valina (V)/fenilalanina 
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(F). Se sabe que FcϒRIIIa con el alelo V tiene mayor afinidad por IgG1 que el alelo 
F y desencadenan una respuesta ADCC más eficaz. Musolino et al, analizaron los 
polimorfismos de FcϒRIIIa, FcϒRIIa y FcϒRIIb y su correlación con la eficacia 
clínica a tratamientos basados en trastuzumab en 54 pacientes con cáncer de mama 
metastásico HER2. El genotipo V/V de FcϒRIIIa se correlacionó significativamente 
con tasa de respuesta y PFS, también hubo una tendencia significativa en el genotipo 
H/H de FcϒRIIa. Estos datos sugieren que FcϒR mediante ADCC juega un papel 
importante en la eficacia clínica de trastuzumab (Musolino A, et al. 2008).

6. Mecanismos para superar las resistencia
Todos estos mecanismos de las resistencias a los tratamientos anti-HER2 son 

objetivos potenciales para el desarrollo de nuevos fármacos para superar dichas 
resistencias. Hoy en día, existen en la clínica diversas estrategias.  

6.1 Switching agente quimioterápico: 
Una de las estrategias es proseguir con trastuzumab y cambiar el agente 

quimioterápico asociado. Aunque la duración óptima del tratamiento con trastuzumab 
es todavía controvertida, existen datos de estudios preclínicos que muestran un 
efecto aditivo o sinérgico de trastuzumab con quimioterápicos, lo que ha llevado 
en la práctica clínica a continuar con trastuzumab más allá de la progresión en 
combinación con una segunda o tercera línea de quimioterapia.  

El grupo de von Minckwitz publicó en 2009 un ensayo clínico fase III que evalúa 
el beneficio de mantener trastuzumab más allá de la progresión con una segunda 
línea de quimioterapia con capecitabina frente a capecitabina en monoterapia, el 
objetivo principal fue PFS. Se randomizaron 1:1 a 156 pacientes (78 tratadas con 
capecitabina más trastuzumab y 78 con capecitabina en monoterapia). La mediana 
de PFS fue de 5.6 meses en el grupo de capecitabina vs 8.2 meses en el grupo de 
capecitabina más trastuzumab (HR 0.69, 95% IC, 0.48 a 0.97, p= 0.0338). La OS fue 
de 20.4 vs 25.5 meses (p= 0.257), la tasa de respuesta de 27.0% vs 48.1% (odds ratio 
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2.50, p= 0.0115) a favor de la combinación, sin aumentar la toxicidad. Por lo que 
la combinación de trastuzumab más capecitabina mostró una mejora significativa 
en la tasa de respuesta global y el tiempo hasta la progresión  en comparación con 
capecitabina en monoterapia en mujeres HER2 positivo que presentan progresión 
durante el tratamiento con trastuzumab (von Minckwitz G, et al. 2009). 

En un pequeño estudio retrospectivo con 58 pacientes se muestra como 
trastuzumab puede tener actividad en pacientes multitratadas. En primera línea 
se obtuvo un respuesta global de 39.7% y enfermedad estable en 29.3% con un 
beneficio clínico de 69%. La mediana del tiempo a la progresión fue de 6 meses 
(con un rango de 1 a más de 39 meses). Un 53.4% recibió una segunda línea de 
tratamiento en combinación con trastuzumab mostrando: una tasa de respuesta de 
25.8%; enfermedad estable 12.9%; beneficio clínico en el 38.7% y una mediana de 
tiempo a la progresión de 3 meses (con un rango de 1 a más de 22 meses). Un total 
de 8 pacientes (14.3%) recibieron una tercera línea con esquemas que contenían 
trastuzumab: la tasa de respuesta fue de 12.5%; enfermedad estable en el 12.5%; 
beneficio clínico en el 25% y una mediana de tiempo a la progresión de 2 meses 
(rango de 1 mes a más de 12 meses). Cuatro pacientes (7.1%) recibieron una cuarta 
línea con cero tasas de respuestas y un 25% de enfermedad estable. Los factores 
predictivos de respuesta encontrados fueron metástasis a nivel de tejido blando y 
hueso (p= 0.03, odds ratio 3.25; IC 95%, 1.08-9.8) y metástasis en menos de dos 
localizaciones (p= 0.03; odds ratio 6.2; IC 95%, 1.25-30.9). Se observó una mejor 
respuesta en la segunda línea tras haber obtenido respuesta en primera línea (p= 
0.03, odd ratio 13.2; IC 95%, 1.36-126). Por tanto podría haber un beneficio hasta en 
cuarta línea de tratamiento con esquemas que contengan trastuzumab, sin embargo 
este estudio no nos permite determinar la contribución independiente de trastuzumab. 
Sería necesario más estudio prospectivos aleatorizados para evaluar el beneficio 
clínico de continuar con trastuzumab tras progresión (Garcia-Saenz JA, et al. 2005). 

-

-
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6.2 Switching tratamiento anti-HER2
Los tumores resistentes a trastuzumab pueden seguir siendo dependientes 

de la actividad tirosina quinasa de HER2. Por lo que otra de las estrategias para 
las pacientes resistentes a trastuzumab es proseguir bloqueando HER2 con otros 
fármacos antidiana con diferente mecanismo de acción. Como el uso de lapatinib en 
combinación con xeloda o T-DM1, ya descritos anteriormente. 

6.3 Combinación de tratamiento anti-HER2
En 2010 se publicó en Journal of Clinical Oncology un estudio fase III 

aleatorizado cuyo objetivo principal era PFS y demostró el beneficio de la combinación 
de lapatinib con trastuzumab frente a lapatinib en monoterapia en pacientes con 
cáncer de mama HER2 positivo que han progresado a trastuzumab, lo que ofrece 
un esquema de tratamiento sin quimioterapia. Las pacientes habían recibido una 
mediana de tres tratamientos previos con trastuzumab, la combinación fue superior 
en la supervivencia libre de progresión (12 vs 8.1 semanas, HR 0.73; IC 95%, 0.57 
a 0.93; p= 0.008) y beneficio clínico (24.7% vs 12.4%, p= 0.01) (Blackwell KL, et 
al. 2010). La mediana de supervivencia global fue de 14 meses para la rama de la 
combinación frente a 9.5 meses para lapatinib en monoterapia (HR: 0.74, p= 0.026) 
(Blackwell K, et al. 2012). Estos datos muestran que lapatinib tiene un mecanismo 
de acción diferente a trastuzumab sin resistencia cruzada. 

En el Congreso de la Sociedad Europea de Oncología (ESMO-14, celebrado en 
Madrid el 28 de Septiembre de 2014), se presentó los datos finales de supervivencia 
global del ensayo clínico CLEOPATRA.  Con una mediana de seguimiento de 50 
meses (un rango entre 0 y 70 meses), se ha mostrado una mejora estadísticamente 
significativa en la OS a favor de la rama experimental (pertuzumab, trastuzumab más 
docetaxel) con una HR: 0.68, p= 0.0002. La mediana de OS fue de 40.8 meses en la 
rama de placebo frente a 56.5 meses en la rama de pertuzumab, con una diferencia 
de 15.7 meses. Estos resultados han hecho cambiar la práctica clínica, convirtiendo 
la rama experimental en un tratamiento standard (Swain S, et al. 2014). 
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Actualmente hay ensayos clínicos en marcha que evalúan la eficacia de 
la combinación de T-DM1 con pertuzumab y otras combinaciones posibles de 
tratamientos anti-HER2.

6.4 Futuras estrategias 
6.4.1 Neratinib: 

Neratinib es un inhibidor irreversible pan-HER (HER1, HER2 y HER4). Podría 
revertir la resistencias a trastuzumab derivado de la activación de HER2 con la 
heterodimerización con otros receptores de la familia HER. Ha mostrado actividad 
en ensayos clínicos tanto en pacientes pretratadas y no tratadas con trastuzumab. Con 
una tolerabilidad aceptable, siendo el principal efecto secundario la diarrea (Burstein 
HJ, et al. 2010).

En el ensayo clínico ExteNET se evalúa la eficacia de Neratinib durante 12 meses 
después de un tratamiento adyuvante de quimioterapia y trastuzumab en pacientes 
con cáncer de mama HER2 positivo en estadios iniciales comparado frente a placebo. 
Con una mediana de seguimiento de 24 meses, el ratio de DFS fue de 93.9% en 
la rama de Neratinib frente a 91.6% en el grupo de placebo (HR: 0.67, p= 0.009) 
(Chan A, et al. 2016). 

6.4.2 Inhibidores de la vía PI3K/AKT/mTOR:
Actualmente hay en desarrollo ensayos clínicos con inhibidores de la vía PI3K 

en cáncer de mama. Se tratan de inhibidores de PIK3CA, AKT o mTOR. 

Los inhibidores selectivos de PI3K y AKT inhiben el crecimiento celular, sin 
embargo, en cáncer de mama HER2 sólo los inhibidores de PI3K causan una rápida 
inducción de la apoptosis. Marie Will et al, mostró que mientras los inhibidores de 
AKT inhiben AKT-mTOR y activan la señalización de ERK, los inhibidores de PI3K 
inhiben ambos. Esto sugiere que PI3K está por encima de RAS y de AKT-mTOR, 
por lo que la inhibición de PI3K podría ser significativamente mayor que con 



Introducción · 57

inhibidores de AKT. Los inhibidores de PI3K no sólo causan inhibición duradera de 
la señalización AKT, sino también la inhibición transitoria de RAS y ERK, ambos 
requeridos para la inducción de la apoptosis (Will M, et al. 2014). Según estos 
hallazgos, la combinación de tratamiento anti-HER2 con inhibidores de PI3K podría 
ser necesaria para una eficacia óptima. 

Los ensayos clínicos fase III de BOLERO-1 y -3 han mostrado que la asociación 
de everolimus, trastuzumab más quimioterapia se ha asociado a beneficio en términos 
de PFS en pacientes con cáncer de mama HER2+ con mutaciones en PIK3CA, 
pérdida de PTEN o hiperactivación de la vía PI3K (André F, et al. 2016). 

En los análisis por separado, en el ensayo BOLERO-1 (combinación de 
everolimus, trastuzumab y paclitaxel) en primera línea, no mejoró significativamente 
la PFS. Sin embargo, en BOLERO-3 donde se evaluaba la combinación de everolimus, 
trastuzumab más vinorelbina si hubo un beneficio significativo. 

En un análisis de 549 pacientes (n=302 de BOLERO-1 y n=247 de BOLERO-3) 
se observó en términos de PFS:

- Según PI3KCA status: 
BOLERO-1: 12.0 vs 7.6 meses (HR= 0.70, p= 0.25) en pacientes con 
PIK3CA mutado. En pacientes WT: 18.5 vs 17.1 meses (HR= 1.13, p= 0.59). 
BOLERO-3: 6.9 vs 5.7 meses (HR= 0.65, p= 0.11) en pacientes con PIK3CA 
mutado. En pacientes WT: 6.8 vs 6.6 meses (HR= 1.08, p= 0.68).

- Según PTEN status: 
BOLERO-1: 23.5 vs 16.8 meses (HR= 0.56, p= 0.14) en pacientes con 
pérdida de PTEN. En pacientes WT: 16.1 vs 13.8 meses (HR= 1.02, p= 0.93). 
BOLERO-3: 9.5 vs 5.5 meses (HR= 0.52, p= 0.13) en pacientes con pérdida 
de PTEN. En pacientes WT: 6.8 vs 6.7 meses (HR= 1.00, p= 0.98).

-

-

-

-
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- Según activación de la vía PI3K: 
BOLERO-1: 13.9 vs 10.9 meses (HR= 0.72, p= 0.18) en pacientes con 
hiperactivación de la vía. En pacientes sin hiperactivación: 18.2 vs 
17.1 meses (HR= 1.18, p= 0.51). 
BOLERO-3: 8.1 vs 5.6 meses (HR= 0.62, p= 0.04) en pacientes con 
hiperactivación de la vía. En pacientes sin hiperactivación: 6.8 vs 7.0 meses 
(HR= 1.19, p= 0.40).

En el meta-análisis de ambos ensayos, se objetivó el beneficio estadísticamente 
significativo a favor de everolimus frente a placebo. 

PIK3CA mutado: HR= 0.67, p= 0.05.
Pérdida de PTEN: HR= 0.54, p= 0.04.
Hiperactivación vía PI3K: HR= 0.67, p= 0.02.

Este beneficio no se mantuvo en pacientes sin alteraciones:
PIK3CA WT: HR= 1.10, p= 0.5.
PTEN conservado: HR= 1.00, p= 0.97.
Vía PI3K sin hiperactivación: HR= 1.19, p= 0.28

6.4.3 Inhibidores IGFR1 
Los estudios in vitro han demostrado que el uso de trastuzumab con un inhibidor 

de la señalización IGF1R tiene un efecto sinérgico en la inhibición del crecimiento 
de las células de ca. mama HER2 (Camirand A, et al. 2002). Actualmente se están 
desarrollando anticuerpos monoclonales e inhibidores selectivos TK anti-IGF1R.

6.4.4 Proteínas de Choque Térmico 90 (HSP90) 
HSP90 es una proteína chaperona frecuentemente sobreexpresada en las células 

cancerosas, cuya función es estabilizar otras proteínas tales como AKT, HER2, EGFR 
y PDGFR. Sin su presencia estas proteínas son degradadas, por lo que la inhibición 
de HSP90 tiene el potencial de interrumpir múltiples vías claves de supervivencia 

-

-

-
-
-

-
-
-



Introducción · 59

dentro de las células cancerosas. Por ejemplo, la inhibición de HSP90 conduce a 
una rápida degradación de HER2 en el proteosoma con disminución de pAKT y una 
significativa actividad antitumoral, por lo que este mecanismo se ha convertido en 
un objetivo para vencer las resistencias a trastuzumab.  

Tanespimycin es un inhibidor de la HSP90 que disminuye la expresión de 
HER2 e inhibe el crecimiento del cáncer de mama en ensayos preclínicos con líneas 
celulares y animales. En 2006 se inició un fase I con tanespimycin más trastuzumab 
en 25 pacientes con tumores sólidos avanzados de los cuales 15 eran cáncer de mama 
HER2. Los datos mostraron que fue bien tolerado, siendo el primer ensayo que 
mostró actividad antitumoral en pacientes con cáncer de mama HER2 que habían 
progresado durante tratamiento con trastuzumab (Modi S, et al. 2007).

En un fase II con 31 pacientes con cáncer de mama avanzado HER2 que 
habían progresado previamente a trastuzumab fueron tratadas con la combinación. 
El objetivo principal fue la tasa de respuesta siendo un 22% y la tasa de beneficio 
clínico de 59%. La mediana de PFS fue de 6 meses (IC del 95%: 4-9) y la mediana 
de OS de 17 meses (IC del 95%: 16-28). Por lo que tanespimycin más trastuzumab 
mostró actividad anticancerígena significativa en pacientes con cáncer de mama 
avanzado HER2-positivo metastásico previamente tratados con trastuzumab 
(Modi S, et al. 2011). 

Se están estudiando otros inhibidores de HSP90 de segunda generación más 
potentes como alvespimycin en combinación con trastuzumab en fases tempranas 
que muestran que la combinación es segura, tolerable y con actividad antitumoral 
(Jhaveri K, et al. 2012). 

6.4.5 Inhibidores VEGFR
La sobreexpresión de HER2 se ha asociado a una up-regulación de VEGFR 

en células cancerosas tanto in vitro como in vivo. Tanto los datos preclínicos y 
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clínicos muestran una correlación entre la expresión de HER2 y VEGF, además las 
pacientes con aumento de expresión de ambos tienen peor pronóstico, pudiendo 
ser parcialmente atribuido al aumento de la angiogénesis. Un posible enfoque para 
revertir resistencias a trastuzumab podría ser con fármacos cuyo objetivo es alterar la 
vasculatura tumoral, por lo que se ha postulado la terapia combinada dirigida a HER2 
y VEGFR como un objetivo lógico para la investigación (Jones KL, et al. 2009). 

Falchook et al, realizaron un fase I-II con un tratamiento de combinación con 
trastuzumab, lapatinib y bevacizumab. Se analizó el subgrupo de  27 pacientes con 
cáncer de mama metastásico con una mediana de 7 tratamientos sistémicos previos. 
Todas habían recibido trastuzumab, 23 lapatinib y una bevacizumab. La tasa global 
de enfermedad estable (EE)  ≥ 6 meses, respuesta parcial (RP) o completa (RC) fue 
del 50% (5 pacientes con EE, 7 RP  y una RC) (Falchook GS, et al. 2013). 

Existe un fase II que evalúa la eficacia y viabilidad de la combinación de 
bevacizumab con trastuzumab y docetaxel en pacientes con cáncer de mama 
metastásico HER2 positivo que han recibido máximo un régimen de quimioterapia 
previa para la enfermedad avanzada. Estaba previsto 6 ciclos de tratamiento con 
posterior mantenimiento con bevacizumab más trastuzumab. El 50% de las pacientes 
(13/26) reclutadas completaron los 6 ciclos y posterior mantenimiento (una mediana 
de 11 ciclos). El objetivo principal fue PFS con una mediana de 14.3 meses (IC 
del 95%: 9.3 a 35 meses), la tasa de respuesta objetiva fue 46% (12/26), la tasa de 
beneficio clínico fue del 69% (18/26) (IC 95%: 48-86%). La combinación fue bien 
tolerada y clínicamente activa (Zhao M, et al. 2014). 

A pesar de estos datos, en 2013 se publicó un fase III (AVEREL) que fue 
negativo de primera línea con docetaxel, trastuzumab más bevacizumab o placebo 
para enfermedad avanzada cuyo objetivo principal era PFS. Se randomizaron a 424 
pacientes, la mayoría presentaban metástais viscerales y el 43% tenían un ILE de 
menos de 12 meses. Con una mediana de seguimiento de 26 meses, la PFS fue de 
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13.7 meses en la rama con placebo vs 16.5 meses en la rama con bevacizumab con 
una HR 0.82 (IC del 95%: 0,65 a 1.02; p= 0.0775) y la tasa de respuesta fue de 
70% vs 74% respectivamente (p= 0.3492). Por lo que la combinación no alcanzó el 
objetivo principal.

Los niveles basales altos del factor de crecimiento endotelio vascular  
A (VEGF-A) en plasma se asociaron con un mayor beneficio de bevacizumab 
(no estadísticamente significativo). El valor predictivo de respuesta de VEGF-A 
es consistente con otros estudios sobre HER2 negativo, por lo que identificar un 
biomarcador predictivo nos permitiría una mejor selección de pacientes (Gianni L, 
et al. 2013). 

En paralelo al desarrollo de bevacizumab, existen inhibidores tirosina quinasa 
que actúan contra VEGFR. Por ejemplo, pazopanib es un inhibidor multiquinasa que 
actúa sobre VEGFR, PDGFR y c-KIT. El primer fase II randomizado de lapatinib 
frente a lapatinib con pazopanib en primera línea en pacientes con cáncer de mama 
HER2 positivo mostró una tasa de respuesta mayores en la combinación, pero no 
hubo un beneficio en PFS en comparación con lapatinib en monoterapia. Además la 
combinación fue más tóxica (Cristofanili M, et al. 2013). 

Sunitinib es otro inhibidor multiquinasa que inhibe VEGFR, PDGFR, KIT, 
RET, FLT3, y CSF-1R. Al igual que pazopanib, sunitinib inhibe el cross-talk entre 
HER2 y VEGFR. Se ha publicado un fase II que estudia la combinación de sunitinb 
con trastuzumab en pacientes con cáncer de mama metastásico HER2 se permitía 
tratamiento previo con trastuzumab y/o lapatinib. La mayoría de los pacientes (58%) 
no habían recibido quimioterapia previa para la enfermedad avanzada. El objetivo 
principal era la tasa de respuesta, siendo del 37%, el beneficio clínico fue de 56%. En 
el subgrupo de pacientes con tratamiento-naïve o tratamiento sólo en la adyuvancia 
se obtuvo una respuesta mayor (44%) y una tasa de beneficio clínico de 59%. La 
OS a un año fue de 91%. Por lo que la combinación de sunitinib más trastuzumab 
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mostró actividad antitumoral sobre todo en pacientes sin tratamiento previo o sólo 
adyuvante con una seguridad y tolerabilidad aceptable (Bachelot T, et al. 2014). Un 
estudio exploratorio evaluó la combinación de sunitib con docetaxel y trastuzumab 
en primera línea, mostrando un perfil de toxicidad aceptable y actividad antitumoral 
(Cardoso F, et al. 2012). Sin embargo, se necesitan más estudios para comprender 
mejor el potencial de estas combinaciones. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

Hipótesis:
La transición epitelio-mesénquima es un fenómeno responsable de la resistencia 

a fármacos en cáncer. Proponemos AXL, un receptor transmembrana tirosina-quinasa 
implicado en la transición epitelio-mesénquima, como potencial mecanismo de 
resistencia a trastuzumab en cáncer de mama HER2 positivo. Y por tanto, potencial 
diana terapéutica para revertir la resistencia. 

Objetivo Principal:
Explorar AXL y otros receptores implicados en la transición 
epitelio-mesénquima como MET como posibles mecanismos de resistencia 
primaria y secundaria a trastuzumab explorando su expresión en las líneas 
celulares de cáncer de mama HER2+: AU565-S, AU565-R y HCC1954.

Objetivos Secundarios:
Estudiar in vitro el papel de AXL como posible diana terapéutica para 
revertir la resistencia a trastuzumab en cáncer de mama HER2+.

Analizar in silico la relación de la expresión de AXL con genes relacionados 
con la transición epitelio-mesénquima en una cohorte pública de pacientes 
diagnosticadas de cáncer de mama.

-

-

-
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. MATERIALES
1.1 Líneas celulares. Descripción.

Se utilizaron 3 líneas celulares derivadas de carcinoma de mama HER2 positivas: 
AU565: células de adenocarcinoma de mama metastásico derivadas de 
derrame pleural de una paciente caucásica de 43 años. Crecen de forma 
adherente con morfología epitelial. Esta línea celular sobreexpresa HER2 y 
la expresión de receptores hormonales es negativa. Es una línea sensible a 
tratamiento con trastuzumab. 

HCC1954: células de carcinoma de mama primario. Derivadas de una 
paciente India de 61 años diagnosticada de carcinoma ductal infiltrante, 
grado histológico 3, estadio IIA. Crecen de forma adherente con morfología 
epitelial. Presentan sobreexpresión de HER2 y negatividad para receptores 
hormonales. Y además, mutaciones a nivel de PIK3CA (H1047R). Esta 
línea presenta resistencia primaria a trastuzumab. 

BT-474: células de adenocarcinoma de mama de primario. Derivadas de 
una paciente caucásica de 60 años. Son células epiteliales adherentes que 
forman colonias que raramente confluyen. Sobreexpresan HER2 y son 
sensibles a trastuzumab. 

1.2. Tratamientos utilizados:
Trastuzumab: Herceptin, Genentech, USA.

TP-0903: un potente y selectivo inhibidor del receptor tirosina quinasa de 
AXL (Selleckchem). 

BKM120: inhibidor selectivo de clase I de PI3K (p110α/β/δ/γ) 
(Selleckchem).

-

-

-

-

-

-
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Everolimus: inhibidor de mTORC1 (Selleckchem).

GDC-0980: inhibidor dual de clase I de PI3K (p110α/β/δ/γ) y mTOR  
(mTORC1/2) (Selleckchem).

1.3 Generación de la línea celular resistente (AU565-R) 
Las líneas celulares (AU565 y HCC1954) se obtuvieron de American Type 

Culture Collection. En colaboración con el grupo del Dr. Fedrico Rojo obtuvimos la 
línea celular con resistencia adquirida a trastuzumab (AU565-R) a partir de la línea 
parenteral de AU565-S (Zazo S, et al. 2016).

Se utilizó trastuzumab a 15 μg/mL que se añadió al medio celular de las AU565 
por un mínimo de 7 meses. Las células crecieron a una concentración de 10 μg/mL 
de trastuzumab durante 30 días y posteriormente la dosis fue aumentada hasta una 
concentración final de 15 μg/mL. Paralelamente la línea parenteral fue cultivada sin 
tratamiento para ser usada como control de sensibilidad al fármaco. La resistencia 
adquirida de AU565-R se evaluó por ensayos de proliferación celular y una vez 
obtenida se mantuvo la línea celular con una concentración de mantenimiento de 
15 μg/mL de trastuzumab.  

Para su confirmación se sembraron 3-5x106 células en Flask de T75 por cada 
condición (sensible y resistente), ambas cultivadas en ausencia y en presencia de 
trastuzumab durante 7 días. Una vez la resistencia fue confirmada se mantuvo 
ambas líneas sin tratamiento durante 30 días y se volvió a reconfirmar con el mismo 
protocolo. Además la resistencia se comprobó tras periodos de congelación y 
descongelación de las células. El medio de las células se cambiaba cada 3 días.

Para los ensayos de proliferación se sembraron 104 células por pocillo en placas de 
96 pocillos y se incubaron overnight. Las células se trataron con 0.01-500 μg/mL de 
trastuzumab. Tras 72 horas de incubación, la viabilidad celular fue determinada con 

-

-
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ensayos de MTT, la absorbancia fue media a 490 con espectrofotómetro. Todos los 
experimentos fueron realizados por triplicado.  

Para caracterizar molecularmente las líneas celulares se utilizaron los mismos 
métodos y criterios utilizados para el diagnóstico clínico de las pacientes. Se analizó 
receptores hormonales (estrógeno y progesterona) por IHQ y la sobreexpresión 
HER2 por IHQ y FISH.  Para ello, se recogieron bloques de parafina a partir de pellets 
celulares de 0.5-1.107 de células. Se objetivó que la línea AU565-R conservaba la 
amplificación de HER2 y la negatividad a los receptores hormonales (Figura 7).

Figura 7. Evaluación molecular de la línea celular parental sensible a trastuzumab (AU565-S) y la línea 
con resistencia adquirida (AU565-R).

1.4. Aparataje Utilizado. 
Centrífugas: para tubos de microcentrífuga se utilizó una centrífuga de la 
marca Eppendorf, modelo 5415R. Para la centrifugación tanto de placas 
como de tubos se utilizaron las centrífugas Eppendorf modelo 5804. 
Autoclave: marca SELECTA, model Austester-G.
Campana de flujo laminar: Haraeus Gemini. Faster modelo Bio60.
Estufas termostatizadas de cultivo: Haraeus BB6060. Jouan IG 150.
Homogeneizador: Heidolph modelo ReaxTop.
Baño: Selecta modelo Precisterm. 

-

-

-

-
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-
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Congelador a -80ºC: Heraeus modelo HeraFreeze. Thermo Scientific 
Forma 900 Series.
Microscopio: Microscopio óptico invertido Carl Zeiss hasta 100X.
Plataforma oscilante: Marca VWR modelo Rocking Platform. 
Balanzas: Balanza Scaltec con una precisión de 0.1g. Balanza Ae Adam 
modelo PGW 753i con una precisión  de 0.001g. 
Sistema de purificación de agua: Marca MILLIPORE, modelos Milli-Q 
y Milli-RO. 
Cubetas de electroforesis: Marca BIORAD, modelo Mini-PROTEAN 3 
Cell.
Cubetas de electrotransferencia: Marca BIORAD, modelo Mini 
Trans-Blot Cell.
Fuentes de alimentación para la electroforesis: Se utilizaron 2 fuentes 
de alimentación, una de la marca SIGMA, modelo PS 250-2, y otra de la 
marca BIORAD, modelo 200/2.0 Power Supply.
Espectrofotómetro/fluorímetro de placas y cubetas: Marca Molecular 
Device, modelo Spectra max 384 plus.
Termobloque: Marca Eppendorf, modelo Thermomixer comfort.

1.5 Bases de datos pública
Se ha evaluado una base de datos independiente y pública de cáncer de mama, 

disponible en el portal cBioPortal for cancer Genomics (http://www.cbioportal.org/) 
(Gao, et al. 2012). Incluye múltiples datos moleculares a nivel de expresión de mRNA, 
cambios en el número de copias de DNA, expresión de proteínas, mutaciones, etc. 
Todos los datos clínicos y genómicos están disponibles públicamente. 

-

-
-
-

-

-

-

-

-

-
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2. MÉTODOS
2.1 CULTIVOS CELULARES
2.1.1 Medios de cultivo

Para las líneas celulares AU565 y HCC1954 se utilizó el medio RPMI sin 
HEPES. El medio fue suplementado con 10% SBF, 1% glutamina y 1% antibióticos 
(penicilina/estreptomicina). El medio, el suero y los antibióticos fueron adquiridos 
de la compañía SIGMA-ALDRICH.

 
2.1.2 Mantenimiento de células.

Todas las líneas celulares se mantuvieron en sus medios correspondientes con 
sus suplementos en una estufa con atmósfera húmeda a 37ºC y con 5% de CO2. La 
manipulación de los cultivos y la preparación de las soluciones se llevaron a cabo 
en campanas de flujo laminar en condiciones de esterilidad. Las células crecieron en 
Flask de T75. Los experimentos se realizaron cuando la confluencia celular era de 
un 70%. 

2.1.3 Inactivación del SBF (Suero Bovino Fetal).
El suero que se utiliza para suplementar el medio de cultivo fue previamente 

inactivado (se ha desnaturalizado las proteínas que contiene para evitar que interfieran 
en el metabolismo celular). Para inactivarlo, hemos incubado el suero a 56ºC durante 
30 minutos. Una vez inactivado se ha mantenido congelado a -20ºC en stock.

2.1.4 Tratamiento con Tripsina-EDTA.
Ambas líneas celulares utilizadas crecen en monocapa adheridas al frasco de 

cultivo. Por tanto para trabajar con ellas y hacer los pases celulares se requiere 
tripsina-EDTA (Ehylene-Dinitrilo Tetraacetic Acid). La tripsina es una enzima 
proteolítica que interfiere en la adhesión célula-célula mediada por cadherinas. 
Como en presencia de calcio estas moléculas son resistentes a la tripsina, se le 
añade EDTA, que es un quelante del calcio. De esta forma las cadherinas pasan a 
ser susceptibles a la tripsina y las células se separan. El protocolo consiste en lavar 
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las células con PBS y cubrirlas con una capa de tripsina-EDTA entre 3 y 5 minutos a 
37ºC. Posteriormente se neutraliza la tripsina añadiendo medio de cultivo (6 mL) y 
se centrifuga para recoger el pellet celular. 

2.1.5 Congelación
La congelación debe ser un  proceso lento. Primero se prepara el medio de 

congelación. En nuestro caso, el medio de congelación utilizado para todas las líneas 
celulares está compuesto por un 90% de SBF y 10% de DMSO como criopreservante 
(evita que se formen cristales de hielo durante el proceso de congelación). Una vez 
preparado el medio de congelación, se elimina el medio de cultivo de la placa y se 
lava con 2-3mL de PBS. Se retira el PBS y se tripsiniza, se deja a 37ºC hasta que se 
despeguen las células (2-5 minutos). Una vez despegadas, se recogen con 6-7mL de 
medio de cultivo y se pasan a un tubo de 15mL que se centrifuga  durante 5 minutos, 
a 1500 rpm a temperatura ambiente. Una vez llevado a cabo este paso, se elimina el 
sobrenadante, que contiene los restos de medio y tripsina y se resuspende el sedimento 
en 1mL  de medio de congelación. Los criotúbulos se guardan a -80ºC durante 2 días 
en una caja especial de crioconservación que contiene isopropanol, un alcohol que 
debido a sus características químicas se mantiene en estado líquido a -80ºC y evita 
que la congelación se produzca de forma brusca. Una vez transcurridos los 2 días, se 
guarda definitivamente la muestra en nitrógeno líquido, cuya temperatura máxima es 
-195,8ºC, ya que a una temperatura mayor el nitrógeno pasa a vapor. 

2.1.6 Descongelación
La descongelación debe ser un proceso rápido para evitar la formación de 

cristales de hielo que pueden dañar las estructuras celulares e incluso matar a la 
célula. Se atemperan los medios que se van a utilizar a 37ºC, se extraen los criotubos 
del tanque de nitrógeno y se rocían con etanol para que la descongelación se 
produzca más rápidamente. Los criotubos rociados se dejan en la estufa a 37ºC hasta 
su completa descongelación. Una vez descongelados, se resuspenden las células en 
6 o 7 mL de medio de cultivo, ya que el DMSO posee cierta toxicidad para las 
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células y así minimizamos el daño diluyéndolo. Se mezcla suavemente un tubo 
de 15 mL y se centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
Tras la centrifugación, las células quedan en el sedimento, por lo que se elimina el 
sobrenadante y se resuspenden el pellet en 1 mL de medio de cultivo. Se toma una 
alícuota para contar las células y se siembran en los frascos que se dejan crecer en la 
estufa a 37ºC con 5% CO2. 

2.2. MÉTODO MTT PARA DETERMINAR VIABILIDAD CELULAR.
2.2.1 Fundamento

Utilizamos el método MTT para determinar la viabilidad y proliferación celular, 
en nuestro caso utilizamos el Cell Growth Determination Kit (#GDC1; Sigma). El 
compuesto MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
es un tetrazol que emite en amarillo, el cual es metabolizado por enzimas reductoras  
que lo transforman en formazán que emite en azul. Mediante este viraje de color, se 
cuantifica la cantidad de MTT transformado. Ya que la reducción sólo se puede llevar 
a cabo cuando las enzimas reductoras están activas y por tanto las células vivas. 

2.2.2 Protocolo
Se sembraron 8000 células por pocillo con un volumen de 200 μL de medio 

en una placa de 96 pocillos. Se utilizaron las líneas celulares: AU565-S, AU565-R 
y HCC1954 tratadas con 15 μg/mL de trastuzumab durante 7 días. El día uno se 
sembraron las células, el día dos se trataron con trastuzumab y el día 4 se añadió 
+/-TP-0903 (con una IC50 calculada para cada línea celular), finalmente el día 7 se 
realizó la MTT tras 72 horas de tratamiento con el inhibidor de AXL. La concentración 
IC50 de TP-0903 fue de 100 nM para HCC1954, 150 nM para AU565-S y 600 nM 
para AU565-R. Para el estudio de los inhibidores de la vía PI3K sobre la línea celular 
HCC1954 se utilizó el mismo protocolo. Las IC50 fueron: 1000 nM para BKM120, 
1000 nM para GDC-0980 y 25 nM para everolimus. 
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Se añadió 50μL de MTT SOLUTION a cada pocillo en condiciones de esterilidad 
y se incubó 4 horas a 37ºC. Después de la incubación se retiró el medio de cultivo 
(con cuidado para no levantar las células adheridas a la superficie) y se añadió el 
mismo volumen de  MTT SOLVENT (disolución 1:1). Se realizó una agitación suave 
para mejorar la disolución de los cristales de MTT formazán. Las placas se leyeron 
una hora después de añadir la MTT SOLVENT. La absorbancia se midió a 570 nm 
con un background de 690 nm. 

La sensibilidad o resistencia a trastuzumab fue evaluada usando la siguiente 
ecuación: Log (Nt) = (Log2/DT) T + Log (N0) y el fold change del ratio de crecimiento 
= DT con tratamiento/DT sin tratamiento. Donde: DT = tiempo de duplicación, 
Nt = número de células después del tratamiento, T = tiempo de tratamiento y 
N0 = número de células antes del tratamiento. Las líneas celulares con más de un 
20% de disminución en el número de células en respuesta a trastuzumab fueron 
consideradas sensibles.

2.3 MÉTODO PARA EL ANÁLISIS DE mRNA:  q-PCR
2.3.1 Extracción de RNA

Los pellets celulares para la extracción del RNA total fueron obtenidos de 
los Flask de T75 con una confluencia al 70%, se utilizó el kit PureLinkTM RNA 
Mini Kit de Thermo Fisher Scientific, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
La concentración y pureza del RNA fueron medidos con NanoDrop ND-2000 
(NanoDrop Technologies) y su integridad mediante la determinación del ratio 
A260/280 y A260/230. 

2.3.2 RT-PCR en Tiempo real
El RNA fue retro-transcrito a cDNA utilizando el Real-Time RT-PCR high 

capacity cDNA reverse transciption kit (Applied Biosystems) a 25ºC 10 minutos, 
seguido de 2h a 37ºC. El cDNA obtenido fue amplificado por qPCR utilizando 
TaqMan Universal Master MIX (Applied Biosystems). Todas las reacciones fueron 
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hechas por triplicado. Las PCR cuantitativas se llevaron a cabo en 9700HT Fast 
Real-Time PCR System. Se utilizaron primers pre-diseñados TaqMan de Applied 
Biosystems.

La cantidad estimada de transcrito se normalizó con la expresión del mRNA de 
GAPDH cuantificado en la misma reacción.

2.4 MÉTODO PARA EL ANÁLISIS DE PROTEINAS: Western-Blot
2.4.1 Extracción de Proteína.

Las proteínas se extrajeron a partir de pellets celulares con una confluencia de 
70% en Flask de T75. Las muestras se homogenizaron con 1 mL de RIPA buffer (1.8 
mM NaH2PO4, 8.4 mM Na2HPO4, 0.1% SDS, 1.0% TritonX 100, 0.1 M NaCl, 
0.5% sodium deoxycholate, 1mM PMFS). Suplementado con 2 μL/mL de cocktel 
de inhibidores de proteasas y 5 μL/mL de cocktel de fosfatasas. Después de la 
homogenización las muestras fueron sonicadas seguido de una centrifugación a 4ºC, 
a una velocidad de 14000g durante 30 minutos. El sobrenadante contiene el total de 
las proteínas extraídas, se recogió y se normalizó su concentración.

2.4.2 Método para determinar la concentración de proteína (BCA protein assay)
Es un ensayo colorimétrico para medición de concentración proteica basado en 

la absorbancia que se realizó con el Kit Pierce, BCA protein assay (Thermo Fisher 
Scientific). El componente más importante del reactivo es el colorante de Coomassie. 
Este colorante es de color rojo, pero al unirse a las proteínas vira a color azul y así 
forma el máximo del espectro de absorción que pasa de 465nm (forma no unida a la 
proteína) a 595nm (forma unida a la proteína) siendo proporcional el incremento de 
la absorbancia a la cantidad o concentración de proteína presente en la muestra de 
interés.
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Se realiza una recta patrón con diferentes concentraciones crecientes de BSA que 
van desde 0 ug/uL a 25 ug/uL, con lo que obtenemos una recta con concetraciones 
conocidas. Tras esto, se añaden 5 uL de muestra y 200 uL de reactivo a cada pocillo. 
La absorbancia se midió con Spectra Max Plus 384 (Molecular Devices, software 
softmax Pro 6.2.2) a 595 nm. Con estas mediciones interpolamos la absorbancia 
de nuestras muestras para conocer su concentración. Las medidas se hicieron por 
duplicado, tanto para la curva patrón como para las muestras de interés.

2.4.3 Western Blotting
Se desnaturalizaron las mismas cantidades de proteína (40 μg) con tampón Laemli 

5x (0.3M Tris/HCl pH 6.8, 50% glicerol, 10% SDS, 0.05% azul de bromofenol, 
25% β-mercaptoetanol) a 95ºC durante 5 min y se cargó en geles de SDS-PAGE 
para electroforesis (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). 
La concentración de bis-tris Acrilamida fue de 8% dependiendo del peso molecular 
de las proteínas a cuantificar. Mediante la electroforesis separamos las proteínas 
desnaturalizadas según su peso molecular debido al campo eléctrico. Se añade a 
las muestras el detergente SDS y el agente reductor β-mercaptoetanol. El SDS es 
un detergente aniónico capaz de eliminar las estructuras secundarias y terciarias de 
las proteínas y además confiere una carga negativa a cada proteína en proporción a 
su masa, mientras que el β-mercaptoetanol se utiliza para la desnaturalización de 
los enlaces disulfuro. Al añadir estos dos compuestos químicos asumimos que la 
distancia de migración de las proteínas en el gel está directamente vinculada sólo al 
tamaño de la proteína desplegada (longitud de su cadena, número de aminoácidos).

Se aplicó un campo eléctrico de 80 voltios al Stacking gel, aumentando hasta 120 
voltios para el Resolving gel durante el tiempo necesario para la correcta separación 
de las proteínas. El tampón electroforesis fue Tris-Glicina (25 mM Tris, 200 mM 
Glicina, 0.1%, SDS, pH 8.3). Una vez finalizado, el gel se transfiere a una membrana 
de 0.45 μm de Nitrocelulosa (Bio-rad), mediante electrotransferencia en condiciones 
húmedas durante 90 minutos a 4ºC a una intensidad constante de 120 V o 400 mA 
en tampón de transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20%, pH 8.3).
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Las membranas con las proteínas transferidas se bloquearon durante una hora 
con BSA al 5% en TBS-T (0.25 M TrisHCl pH 7.5, 0.15M NaCl, 0.1 Tween 20). Este 
paso permite evitar uniones inespecíficas del anticuerpo. A continuación se realizaron 
3 lavados de 5 minutos en una plataforma oscilante con TBS-T. Posteriormente se 
añadió el anticuerpo primario en tampón de bloqueo. Para todos los anticuerpos 
primarios las membranas se incubaron durante la noche a 4° C con agitación. Al día 
siguiente se hicieron otros tres lavados con TBS-T de 5 minutos y posteriormente 
se incubó el anticuerpo secundario durante 60 minutos a temperatura ambiente 
(anti-rabbit IgG 7074 Cell Signaling, a una concentración 1:2000). Transcurrido la 
hora, se lavó nuevamente tres veces la membrana con TBS-T. La detección de las 
bandas se llevó a cabo utilizando quimioluminiscencia, durante un minutos se incuba 
con la solución reveladora (Amersham ECL Western Blotting detection reagent, GE 
Healthcare). Para el revelado de los films se utilizó Luminescent Image Avanzer, 
ImagenQuant Las 4000 (GE Healthcare). La densitometría de las bandas fue 
analizada usando Image J, de Java image processing program de dominio público, 
que permite una valoración semicuantitativa de las bandas. La carga se normalizó con 
β-actina y GAPDH, además se hizo tinción de Ponceau. Los anticuerpos utilizados 
se especifican en la siguiente tabla.

2.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS
Para el análisis se ha utilizado el programa de SPSS y para los gráficos el 

programa GraphPad Prism7. Se ha utilizado la prueba de t de Student de dos colas 
para la comparación de dos grupos. El p-valor < 0.05 se consideró estadísticamente 
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significativo. Se realizaron estudios independientes con un mínimo de tres replicados 
biológicos por condición para permitir la comparación estadística. Los resultados se 
expresan como medias ± desviación estándar.







85

RESULTADOS





Resultados · 87

RESULTADOS

1. Evaluación de la sensibilidad a trastuzumab y descripción morfológica de las 
líneas celulares

Para los estudios in vitro preclínicos utilizamos las siguientes líneas celulares: 
las BT-474 como control positivo de sensibilidad a trastuzumab, las líneas celulares 
HCC1954 como modelo celular establecido de resistencia primaria y AU565-R como 
modelo de resistencia adquirida a trastuzumab generado a partir de su parenteral 
sensible AU565-S.

Para establecer la dosis de trabajo se evaluó el efecto de trastuzumab sobre la 
viabilidad celular en la línea sensible BT-474 al fármaco durante 72 horas. Se mostró 
un efecto antiproliferativo desde concentraciones de 0.5 µg/ml con una IC50 que fue 
estable a partir de concentraciones superiores a 10 µg/ml (Figura 8A). A partir de 
estos datos se decidió trabajar con concentraciones de 15 µg/ml de trastuzumab por 
ser una dosis que proporcionaba la máxima capacidad inhibitoria de la droga.

Figura 8. Efecto de trastuzumab en la viabilidad de la línea celular BT-474 en dosis crecientes de 0.01 
a 10 g/mL (A). Evaluación de resistencia a trastuzumab en las líneas BT-474, AU565-S, AU565-R y 
HCC1954 a dosis de 15 g/mL de trastuzumab. Cada condición está comparada consigo misma con y 
sin tratamiento (B). 



88 · Mecanismos resistencia ca. mama HER2

Una vez establecida la dosis se evaluó la sensibilidad de trastuzumab en las 
tres líneas celulares: AU565-S, AU565-R y HCC1954. Se realizaron experimentos 
en presencia y ausencia de 15 µg/ml de trastuzumab durante 7 días. La respuesta 
al tratamiento fue calculada mediante el fold change del ratio de crecimiento entre 
las células tratadas y las no tratadas. Un incremento del crecimiento ≥ 1.2 veces fue 
considerado como resistencia a trastuzumab (Figura 8B). Así las líneas HCC1954 y 
AU656-R fueron consideradas como resistentes y AU565-S como sensible (Tabla 2).

En cuanto a la evaluación de la morfología celular, no hubo cambios morfológicos 
entre AU565-R con resistencia adquirida y su parental (AU565-S). Ambas tenían 
características propias de las células epiteliales, crecían formando clusters y de 
forma uniforme (Figura 9).

Tabla 2. Panel de las cuatro líneas celurares tratadas con trastuzumab. Se clasificaron como sensibles 
(S) o resistentes (R) evaluando la proliferación en presencia y ausencia de trastuzumab 15 g/mL durante 
7 días. La respuesta a trastuzumab se calculó con el fold change del ratio de crecimiento de las células 
tratadas con las células no tratadas. Si el fold change de descenso del crecimiento es  1.2 veces se 
consideraron sensibiles y si ≤ 1.2 veces se consideraron resistentes.
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Al análisis morfológico la línea celular HCC1954 (con resistencia primaria a 
trastuzumab), también presentaba una morfología epitelial. Se caracteriza por células 
epiteliales grandes con vacuolas ocasionales (Figura 10).

Figura 9. Imagen de la línea AU565-R con su parental AU565-S cultivadas en monocapa (Zazo, 
et al. 2016.

HCC1954

AU565-S AU565-R

Figura 10. Imagen de la línea celular con 
resistencia primaria, HCC1954

Para comprobar que la sobreexpresión de HER2 se mantenía en las tres líneas 
celulares (AU565-S, AU565-R y HCC1954), evaluamos su expresión a nivel de 
proteína por la técnica de WB. Confirmamos que tanto las líneas resistentes como 
sensibles mantenían la sobreexpresión de HER2 (Figura 11). 
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2. Aumento de expresión de los genes AXL y MET en las líneas celulares 
resistentes a trastuzumab 

Planteamos la hipótesis de la transición epitelio-mesénquima como un fenómeno 
responsable de la resistencia a trastuzumab en cáncer de mama HER2 positivo. Por lo 
que decidimos estudiar AXL y MET, dos receptores transmembrana tirosina quinasa 
cuya función está relacionada con este fenotipo. Ambos receptores podrían jugar un 
papel tanto en la resistencia primaria como secundaria. El primer paso fue analizar a 
nivel de mRNA la expresión de estos dos genes.

Por tanto, se evaluó la expresión de AXL a nivel de mRNA sobre las tres líneas 
celulares (AU565-S, AU565-R y HCC1954) mediante RT-qPCR. Encontramos un 
importante y significativo incremento de AXL en las líneas celulares resistentes a 
trastuzumab con respecto a la sensible. El incremento en la línea celular de resistencia 
adquirida (AU565-R) fue de media 599 veces (SD: 143.87, p= 3.08E-6), mientras 
que el incremento fue mucho mayor en la línea celular con resistencia primaria 
(HCC1954) con un incremento de 1061 (SD: 495.54, p= 7.4E-4) (Figura 12A).

También se analizó la expresión diferencial de MET entre las diferentes 
condiciones. La línea celular AU565-R presentó un incremento de 1.89 veces con 
respecto a AU565-S (SD: 0.49, p= 0.009849), siendo el incremento mucho mayor 
en la línea celular con resistencia primaria (5.02 veces, SD: 1.75, p= 0.003635) 
(Figura 12B).

Figura 11. WB de la proteína HER2 en 
las líneas AU565-S, AU565-R y HCC1954.
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3. Aumento de las proteínas AXL y MET en las líneas celulares con resistencia 
a trastuzumab

Con el objetivo de estudiar si este importante incremento observado a nivel de 
mRNA de los receptores AXL y MET en las líneas celulares con resistencia adquirida 
(AU565-R) y resistencia primaria (HCC1954) era estable y se correlacionaba 
con una mayor síntesis de proteína, decidimos analizar por WB las diferencias de 
expresión a nivel proteico. Y así poder confirmar que en las líneas celulares HER2+ 
con resistencia a trastuzumab hay un aumento de la transcripción y traducción de los 
genes AXL y MET.

Analizamos la expresión de la proteína AXL por la técnica de WB en las tres 
líneas celulares, utilizando la línea AU565-S de forma basal para la comparación. 
Objetivamos un aumento de expresión en ambas líneas resistentes a trastuzumab. En 
el caso de la resistencia adquirida se observó un incremento de 1.62 veces (SD= 0.43, 
p= 0.11). En el caso de la resistencia primaria la diferencia fue mayor con un 
incremento de 3.60 veces con respecto a AU565-S (SD=1.47, p=0.07) (Figura 13).

Figura 12. Expresión mRNA mediante RT-qPCR sobre las líneas 
celulares AU565-S, AU565-R y HC1954: AXL (A), MET (B).

A B
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Cuando analizamos MET también se observó un incremento de la expresión de 
la proteína en ambas líneas resistentes. En AU565-R el incremento fue de 4.14 veces 
(SD= 0.89, p= 0.01), este incremento también fue mayor en la línea con resistencia 
primaria, siendo de 14.49 veces con respecto a AU565-S (SD=1.69, p=0.0004) 
(Figura 14). 

Figura 13. Expresión de la proteína AXL en las líneas celulares AU565-S, 
AU565-R y HC1954.

Figura 14. Expresión de la proteína MET en las líneas celulares AU565-S, 
AU565-R y HCC1954.
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4. La inhibición de AXL revierte resistencia adquirida a trastuzumab
Ante el aumento de expresión de ambos receptores tanto a nivel de mRNA 

como de proteína en las líneas con resistencia primaria y secundaria, decidimos 
focalizarnos en el estudio de AXL. Debido a que es la primera vez en la literatura 
que se describe como mecanismo de resistencia a trastuzumab.

Evaluamos el potencial de AXL como posible diana terapéutica para vencer la 
resistencia a trastuzumab. Para ello, se llevó acabo un ensayo de MTT sobre las tres 
líneas celulares con el fin de determinar el efecto del inhibidor de AXL (TP-093) en 
la proliferación in vitro y testar la hipótesis de si la resistencia a trastuzumab mediada 
por la sobreexpresión de AXL podría ser revertida con la inhibición farmacológica 
de dicho receptor.

Las células fueron tratadas en tres condiciones diferentes: con trastuzumab en 
monoterapia, TP-093 en monoterapia y la combinación de ambos. Como era de 
esperar, las líneas celulares AU565-R y HCC1954 fueron resistentes al tratamiento 
con trastuzumab. La línea AU565-S mostró sensibilidad a trastuzumab y en menor 
medida a TP-0903, con una viabilidad celular de 58.05% y 62.28%, respectivamente. 
Sin embargo, la asociación de ambos fármacos no obtuvo ningún beneficio añadido 
(Tabla 3).

Tabla 3. Viabilidad celular de las tres líneas celulares tratadas con trastuzumab, TP-0903 y la 
combinación.
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La viabilidad celular de AU565-R con trastuzumab fue de 92.07% (una 
disminución sólo del 7.93%). Al tratarlas con TP-0903 se indujo una importante 
disminución de la proliferación quedando una viabilidad celular de 35.53%. 
Además, la combinación de los tratamientos mostró una disminución significativa 
de la viabilidad hasta 22.28% (p= 0.022). Lo que supuso una resensibilización a 
trastuzumab con una disminución del 37.29%, al comparar la asociación de fármacos 
con respecto al inhibidor de AXL en monoterapia (Figura 15).

Figura 15. MTT de trastuzumab y TP-093 en las líneas celulares AU565-S, AU565-R 
y HCC1954.

Estos datos sugieren que el tratamiento combinado con inhibidores de AXL y 
trastuzumab tiene efecto sinérgico y revierte la resistencia secundaria a trastuzumab. 
Sin embargo dicho efecto no fue observado en la línea celular con resistencia 
primaria. En las HCC1954 observamos una disminución de la viabilidad significativa 
con TP-0903 en monoterapia (60.75%), pero la combinación de ambos fármacos no 
indujo una resensibilización a  trastuzumab (70.59%).
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5. La inhibición de la vía PI3K mejora la sensibilidad a trastuzumab en la línea 
HCC1954

El tratamiento combinado con TP-0903 no restauró la sensibilidad a trastuzumab 
en la línea HCC1954 con resistencia primaria, pese a los altos niveles de expresión 
de AXL. Lo que nos llevó a plantearnos la hipótesis de que probablemente AXL no 
era el mecanismo principal de resistencia a trastuzumab en este modelo y que habría 
otra alteración molecular driver responsable.

Las HCC1954 presentan una mutación activadora en PIK3CA, por lo que la 
activación constitutiva de esta vía de forma independiente a la activación de los 
receptores tirosina quinasa podría ser la causa de la resistencia a trastuzumab. Hicimos 
un estudio mediante MTT de inhibidores de la ruta PI3K/mTOR, con el objetivo 
de estudiar el efecto de esta inhibición en la resistencia primaria a trastuzumab en 
este modelo. Seleccionamos tres fármacos: un inhibidor puro de PI3K (BKM120), 
un inhibidor de mTORC1 (everolimus) y un inhibidor dual de PI3K y mTORC1/2 
(GDC-0980) (Figura 16A).  

A B

Figura 16. Inhibidores de la vía PI3K/mTOR (A). IC50 de BKM120, Everolimus y GDC-0890 en 
HCC1954 (B).
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Calculamos las IC50 de cada fármaco para HCC1954, las concentraciones fueron 
de: 1000 nM para BKM120, 25 nM para everolimus  y 1000 nM para GDC-0980 
(Figura 16B).

La inhibición con BKM120 en monoterapia redujo la viabilidad celular a 
48.20%, su asociación a trastuzumab tuvo un impacto significativo con una mayor 
disminución de viabilidad a 35.72% (p< 0.001), lo que supuso una reducción mayor 
del 25% y una resensibilización a trastuzumab. El tratamiento con everolimus resultó 
menos efectivo que BKM120 y GDC-0980, redujo la viabilidad hasta un 55.18% 
(p< 0.001). Además, su asociación a trastuzumab no presentó un efecto sinérgico, 
la combinación redujo la viabilidad a 44.66%. El inhibidor dual de PI3K y mTOR 
(GDC-0980) fue el más efectivo de los inhibidores. Redujo la viabilidad a 12.10% 
en monoterapia y a 7.48% en asociación con trastuzumab (p< 0.001), lo que supone 
una reducción del 38% (p< 0.01). Por tanto, GDC-0980 mejoró la sensibilidad a 
trastuzumab (Figura 17).

Figura 17. MTT de trastuzumab y los fármacos inhibidores de la vía PI3K/mTOR (BKM120, everolimus 
y GDC-0980) en la línea celular HCC1954. *p< 0.05; **p< 0.01; ***p< 0.001)
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Estos datos sugieren que la resistencia primaria a trastuzumab en este modelo 
celular está relacionado con la mutación activadora de PIK3CA, lo que permite 
una señalización independiente de los RTKs. La inhibición farmacológica de la vía 
reduce la viabilidad celular, además, en el caso de BKM120 y GDC-0980 cuando se 
asocia a trastuzumab revierte la resistencia. La inhibición de la vía a varios niveles 
con GDC-0980 es más efectiva, esto es debio a que podría evitar la supresión de los 
mecanismos de feedback negativos y posibles cross-talk.

6. Análisis in silico en la base de datos pública.
Para evaluar el papel de AXL en la transición epitelio-mesénquima en pacientes 

con cáncer de mama, analizamos su expresión a nivel de mRNA en una base de 
datos pública contenida en www.cbioportal.org: METABRIC, Nature 2012 & Nat. 
Commun 2016.

Se analizó una cohorte de 2509 pacientes diagnosticadas de tumor primario 
de cáncer de mama con un rango de edad ente 21.93 a 96.29 años. El 60% 
(1506/2509) presentaba expresión del receptor de estrógenos (18.9% negativo y 
21.1% desconocido), mientras que el 9.8% (247/2509) presentaba amplificación de 
HER2 (69.1% HER2 negativo y 21.1% desconocido). La distribución por subtipos 
intrínsecos analizada en 1974 pacientes fue: Luminal A 35.5% (700/1974), Luminal 
B 24.1% (475/1974), HER2-E 11.3% (224/1974), Basal-like 10.6% (209/1974), 
Normal 7.5% (148/1974) y Claudin-low 11.0% (218/1974) (Figura 18). 

Figura 18. Análisis sobre la cohorte de datos pública: evaluación anatomopatológica de la expresión 
de receptores de estrógeno (A) y amplificación de HER2 (B). Distribución por subtipos intrínsecos de 
PAM50 (C).

A. B. C.
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Al clasificar la cohorte por subtipos intrínsecos, observamos que había una 
tendencia a una mayor expresión de AXL en el subtipo Claudin-low (Figura 19A). 
En el conjunto de la cohorte encontramos en un 4% (95/2509) alteración de expresión 
de AXL a nivel de mRNA. En 68 pacientes se encontraba down-regulado, mientras 
que sólo en 27 estaba up-regulado. En el grupo de pacientes con up-regulación de la 
expresión de AXL hay un aumento importante del subtipo Claudin-low representando 
el 48%. Al agrupar los subtipos en no-Luminales (Claudin-low, HER2-E y Basal-like) 
vs Luminales A+B, evidenciamos como más de la mitad de las pacientes (63%) con 
up-regulación de AXL son no-Luminales (Figura 19B). Encontramos la situación 
inversa al analizar el grupo de pacientes con down-regulación de AXL, donde el 
subtipo Claudin-low sólo representa un 3%, siendo el 60% de las pacientes luminales 
(Figura 19C).

Figura 19. Expresión de AXL mRNA en las base de datos estudiada. Expresión del gen a lo largo de toda 
la cohorte clasificada por subtipos intrínsecos de PAM50 (A). Análisis de los subtipos intrínsecos sobre 
las muestras donde AXL mRNA está up-regulado (B) y down-regulado (C).
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Con el objetivo de identificar genes y vías relacionadas con la expresión de AXL, 
analizamos en la misma base de datos la correlación entre la expresión a nivel de 
mRNA de AXL y la expresión de otros genes cuyos datos se habían obtenido mediante 
microarrays de expresión. Identificamos 11 genes relacionados con la transición 
epitelio-mesénquima (Anastassiou D, et al. 2011 y Martinelli E, et al. 2015) cuya 
expresión presentaba una correlación positiva (correlación de Pearson > 0.56) con la 
expresión de AXL (Figura20). Y además, 22 genes relacionados con dicho proceso 
que presentaban una co-expresión significativa con AXL (Tabla 4).

Figura 20. Genes correlacionado positivamente con AXL mRNA: TCF4, FBN1, COL5A2, PDGFRB, 
THY, COL6A2, MMP2, SERPINF1, TGFB1I1, GAS7 y VCAN.  
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Tabla 4. Co-expresión de genes con AXL implicados en la 
transición epitelio-mesénquima.
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DISCUSIÓN

HER2 es uno de los oncogenes más importantes en cáncer de mama. La 
amplificación de HER2 es un evento temprano en la tumorogénesis, estando presente 
en casi la mitad de los carcinomas in situ. Sin embargo, se encuentra amplificado en 
aproximadamente 20% de las pacientes con carcinoma invasivo, manteniéndose en 
las recaídas durante la progresión de la enfermedad. Algunos estudios muestran como 
la concordancia de la expresión de HER2 entre el tumor primario y la metástasis es 
muy estable. Un trabajo retrospectivo de GEICAM señala una discordancia sólo del 
3% entre la enfermedad primaria y la metástasis a nivel de expresión de la proteína, 
además en los cinco casos en los que hubo una conversión fue de no amplificado 
a amplificado (Martínez de Dueñas E, et al. 2014). Por lo que el mecanismo 
fundamental de resistencia al tratamiento con trastuzumab no parece ser debido a 
una pérdida de expresión de HER2.

La sobreexpresión de HER2 es un factor de mal pronóstico clínico asociado con 
más recaídas y peor supervivencia. Sin embargo, desde el desarrollo de trastuzumab, 
el primer fármaco anti-diana contra HER2, la sobreexpresión de dicha proteína 
se ha convertido también en un factor predictivo de respuesta y ha mejorado la 
supervivencia en este subgrupo de pacientes. Se trata de un anticuerpo monoclonal 
que se une al dominio yuxtamembrana de HER2 y que ha mostrado beneficio para 
las pacientes con cáncer de mama HER2+ tanto en enfermedad temprana como en 
avanzada.

Existe evidencia clínica de la eficacia de mantener el tratamiento con 
trastuzumab asociado a otros tratamientos más allá de la progresión en la enfermedad 
metastásica. Continuar con un tratamiento tras la progresión de la enfermedad 
supone en oncología una paradoja. Esto es debido a que trastuzumab no sólo tiene 
un efecto antiproliferativo como la mayoría de fármacos en oncología, sino que 
además se caracteriza por otros mecanismos de acción. El efecto antiproliferativo 
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está mediado por la inhibición de la señalización de HER2 que promueve la parada 
del ciclo celular, la inhibición de la reparación del DNA y de la angigiogénesis. 
Pero además, al tratarse de un anticuerpo monoclonal tiene la capacidad de inducir 
el sistema inmune mediante la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y 
este mecanismo podría permanecer intacto a las progresiones, lo que hace viable 
mantener trastuzumab tras la progresión cambiando el fármaco asociado.

Sin embargo, existe un porcentaje de pacientes que presentan resistencia primaria 
o secundaria al tratamiento. Lo que pone de manifiesto la necesidad de identificar 
marcadores predictivos de respuesta/resistencia para identificar que pacientes se 
van a beneficiar del tratamiento y poder desarrollar nuevas estrategias para superar 
dichas resistencias.

Las metástasis en cáncer de mama pueden ocurrir años e incluso décadas 
tras el diagnóstico del tumor primario. Para que las células del tumor primario 
originen metástasis a distancia deben pasar por el proceso de transición epitelio-
mesénquima y posterior mesénquima-epitelio y dotarse de características que les 
permiten la migración, colonización de órganos a distancia e iniciación tumoral. 
Hoy sabemos que la enfermedad primaria y metastásica no son exactamente iguales, 
durante el tiempo que pasa desde el diagnóstico del tumor primario y el desarrollo 
de la macrometástasis, las células tumorales diseminadas pasan por un periodo 
de dormancy formando micrometástasis que son indetectables por las pruebas 
diagnósticas habituales. El periodo de dormancy es el resultado del equilibrio entre 
una proliferación celular enlentecida y muerte celular. Durante ese periodo las 
células sufren cambios moleculares que les permiten adquirir nuevas características 
para salir de ese estado de dormancy y formar las macrometástasis.

Un estudio con muestras pareadas entre el tumor primario y la metástasis basado 
en la expresión de RNA muestra como hay un enriquecimiento en la metástasis de 
genes relacionados con proliferación celular y una disminución de genes relacionados 
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con procesos luminales en comparación con el tejido procedente del tumor primario. 
En el caso de los tumores primarios que pertenecían al subtipo molecular  Luminal 
A, se convirtieron en un 55% de los casos en Luminales B o HER2-E. Además, 
se observó como existía una relación ente el tiempo necesario para desarrollar una 
macrometástasis y la agresividad tumoral, lo que sugiere que el tumor evoluciona 
hacia un fenotipo más agresivo a medida que el tiempo pasa entre el diagnóstico del 
primario y la recaída (Cejalvo JM, et al. 2017). Esta plasticidad celular es la que 
permite a las células adquirir nuevas características y poder desarrollar resistencias 
adquiridas a fármacos. Esto apoya la idea de biopsiar a las pacientes en la enfermedad 
metastásica para poder caracterizar la enfermedad y poder ser más efectivos en el 
tratamiento.

En nuestros modelos preclínicos, de resistencia a trastuzumab tanto primaria 
como secundaria, no depende de cambios en la expresión del oncogen HER2. 
Al evaluar su expresión por IHC y por WB no encontramos diferencias entre la 
línea celular con resistencia adquirida (AU565-R) y su parental (AU565-S), 
manteniendo la amplificación de HER2 y la negatividad a la expresión de receptores 
hormonales. Además, la línea HCC1954 con resistencia primaria también mantiene 
la sobreexpresión de HER2. Estos datos confirman el hecho de que las células 
adquieren nuevos mecanismos moleculares que contribuyen a dicha resistencia 
independientemente de la presencia de HER2

Proponemos el fenómeno de transición epitelio-mesénquima como mecanismo 
de resistencia primaria y adquirida a trastuzumab en cáncer de mama HER2+. Para 
ello analizamos la expresión de dos receptores tirosina quinasa (AXL y MET) 
implicados en este fenómeno. Ambos son receptores con potencial oncogénico 
que han sido descritos como biomarcadores de resistencia a diferentes fármacos 
en diferentes tipos de tumores. El estudio de receptores de membrana resulta 
atractivo como pontenciales dianas terapéuticas en oncología. Esto es debido a que 
son moléculas fácilmente accionables y son responsables de  importantes vías de 
señalizan oncológica.
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En nuestras líneas celulares con resistencia a trastuzumab, observamos una 
sobreexpresión de AXL y MET con respecto a la línea sensible. Dicha sobreexpresión 
fue estable y consistente. Hubo una mayor transcripción de los genes con un aumento 
a nivel de RNA y una mayor traducción con un aumento de la síntesis de proteína. 
Esto es indicativo de que las células con la sobreexpresión de AXL y MET podrían 
adquirir propiedades mesenquimal-like que contribuyeran a la resistencia y que por 
tanto podrían constituir nuevas dianas terapéuticas, convirtiéndose en una estrategia 
razonable a explorar.

Se ha descrito como MET contribuye a la resistencia a trastuzumab y está 
relacionado con peor pronóstico en las pacientes, además en estudios preclínicos, 
su inhibición restaura la sensibilidad. Por otro lado, la expresión de AXL se ha 
relacionado con la resistencia adquirida a lapatinib y como su inhibición restaura 
la sensibilidad en modelos in vitro, pero hasta la fecha no se ha descrito como 
mecanismo de resistencia a trastuzumab. Este hecho nos llevó a focalizarnos en el 
estudio de AXL como posible mecanismo responsable de la resistencia.

AXL es un gen que pertenece a la firma Claudin-low del test PAM50. Cuando 
exploramos su expresión a nivel de RNA en bases de datos públicas, observamos como 
está up-regulado en los subtipos no-Luminales con respecto a los Luminales, siendo 
predominante en el subtipo Claudin-low. Además presenta una correlación positiva 
y/o co-expresión de genes relacionados con la transición epitelio-mesénquima.

En el presente trabajo postulamos el receptor AXL como una nueva posible 
diana terapéutica en cáncer de mama HER2 positivo resistente a trastuzumab. Para 
ello utilizamos TP-0903, un inhibidor específico de AXL. Nuestros datos preclínicos 
muestran su eficacia en monoterapia disminuyendo la viabilidad celular in vitro 
tanto para AU565-R como HCC1954. Y, lo más importante, restaura la sensibilidad 
a trastuzumab en la línea celular con resistencia adquirida.
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Este efecto de resensibilización a trastuzumab, no se observó en la línea con 
resistencia primaria, a pesar de la sobreexpresión de AXL. Lo que nos llevó a 
hipotetizar que en este modelo la señalización de AXL no era driver en la  resistencia 
a trastuzumab. Las HCC1954 poseen una mutación activadora en PIK3CA, la vía 
PI3K es una de las más relevantes en cáncer de mama con propiedades oncogénicas. 
Las mutaciones de PIK3CA es uno de los mecanismos de hiperactivación de la vía, 
esta mutación sería responsable de una activación constitutiva e independiente de la 
señalización upstream de receptores tirosina quinasa como HER2 y AXL.

Por tanto, exploramos la inhibición farmacológica de la vía PI3K como 
estrategia para revertir la resistencia a trastuzumab en la línea con resistencia 
primaria y PIK3CA mutada. Utilizamos tres fármacos con mecanismos moleculares 
diferentes: un inhibidor de PI3K (BKM120), inhibidor de mTOR (everolimus) y un 
inhibidor dual de PI3K y mTOR (GDC-9080). Observamos como los tres fármacos 
en monoterpia eran eficaces y redujeron la viabilidad celular de HCC1954. El más 
efectivo de los inhibidores fue GDC-0980, probablemente debido a su inhibición en 
dos puntos de la vía que podría evitar la supresión de los mecanismos de feedback 
negativo.

Estos datos ponen en relieve lo importante que es caracterizar la enfermedad 
metastásica e identificar potenciales dianas driver como objetivos terapéuticos.

Por un lado, AXL tiene un papel importante en la biología tumoral y como 
mecanismo de resistencia a tratamientos lo que lo convierte en una atractiva diana 
terapéutica. Recientes estudios preclínicos muestran efecto antitumoral en la 
inhibición de AXL en diversos tipos de tumores, por ejemplo glioblastomas, cáncer 
de pulmón y de ovario. Además a día de hoy, bosutinib, un inhibidor multiquinasa 
que actúa sobre SRC/ABL y AXL, es un fármaco aprobado para la leucemia mieloide 
crónica cromosoma Philadelphia positivo con resistencia a imatinib.
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Actualmente existen diferentes ensayos clínicos en fases tempranas que evalúan 
el papel de AXL como diana terapéutica con inhibidores orales de tirosina-quinasa 
o anticuerpos monoclonales. Uno de estos inhibidores es TP-0903 que actualmente 
se encuentra en ensayo clínico fase I first-in-human en fase de reclutamiento para 
tumores sólidos avanzados (NCT02729298). 

La importancia de este trabajo radica en la implicación traslacional de los 
hallazgos preclínicos. AXL podría ser un biomarcador predictivo de resistencia 
secundaria a trastuzumab. De este modo una potencial estrategia a evaluar sería un 
tratamiento con trastuzumab más inhibidor de AXL en aquellas pacientes con cáncer 
de mama HER2 positivo con progresión de enfermedad a trastuzumab y en las que 
el tumor asocia sobreexpresión de AXL (a nivel de proteína o RNA ya que a nivel 
de DNA las alteraciones son muy poco frecuentes). El tratamiento de combinación 
permitiría bloquear la inducción de la transición epitelio-mesénquima y la vía HER2.

Además, las firmas génicas podrían ayudar a estratificar a las pacientes según 
un perfil molecular, se ha descrito una firma de AXL con 30 genes fuertemente 
correlacionados de forma positiva con su expresión. Por ejemplo, en cáncer de 
ovario la firma de AXL ha mostrado un valor de mal pronóstico y está relacionado 
con el subtipo molecular mesenquimal (Antony J, et al. 2016).

Por otro lado, ya es una realidad en oncología como la determinación de las 
mutaciones de la vía PI3K y el desarrollo de inhibidores en ensayos clínicos fase 
I, II y III nos ayuda a entender su valor predictivo y pronóstico. Por ejemplo, en 
el estudio CLEOPATRA las pacientes con mutaciones en PIK3CA presentaron 
peor pronóstico, además, el análisis combinado del BOLERO-1 y 3 mostró una 
correlación positiva entre la hiperactivación de la vía PI3K y el beneficio en términos 
de PFS. Los resultados de los ensayos clínicos que están en marcha nos ayudarán a 
comprender mejor el potencial terapéutico de los inhibidores de PI3K.
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La línea de investigación proseguirá para profundizar en el papel de AXL como 
mecanismo de resistencia. A nivel in vitro, se llevará a cabo experimentos con el 
fin de determinar el fenotipo diferencial en las líneas celulares con sobreexpresión 
de AXL: se analizará la diferencia de expresión de un panel de genes relacionados 
con la transición epitelio-mesénquima, el subtipo molecular intrínseco, se definirá 
molecularmente las posibles vías de señalización y que capacidades adquieren en 
términos de ventaja proliferativa, tumor-iniciación y migración/invasión. Como 
hipótesis postulamos que una posible vía de señalización podría ser la vía PI3K ya 
que la línea celular AU565-R presenta con respecto a la parenteral un aumento de 
los niveles de foforilación de AKT (Ser473 y Thr308) y S6RP (Ser235/236), ambos 
downstream target de la vía. También se programarán experimentos in vivo para 
evaluar su capacidad de metastatización y la eficacia farmacológica con inhibidores 
de AXL y tratamientos de combinación.

Además, trataremos de validar los datos preclínicos con una cohorte de pacientes 
del Hospital Clínico Universitario de València. Se analizará a nivel de IHC y de 
RNA la expresión de AXL y su correlación con los datos clínicos, además según 
los resultados se analizará la firma de AXL y los subtipos intrínsecos de PAM50. 
Disponemos de una cohorte de 235 pacientes diagnosticadas de cáncer de mama 
HER2 positivo tratadas con trastuzumab
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CONCLUSIONES

Los receptores tirosina quinasa de AXL y MET, relacionados con el 
fenómeno de transición epitelio-mesénquima, se postulan como mecanismos 
de resistencia a trastuzumab en cáncer de mama HER2 positivo. En 
nuestros modelos celulares in vitro de cáncer de mama HER2 amplificado 
se encontraron sobreexpresados a nivel de mRNA y de proteína, tanto en 
resistencia adquirida (AU565-R) como en primaria (HCC1954).
     
AXL es un gen que pertenece a la firma Claudin-low del test de PAM50. 
En los análisis in silico se mostró como AXL estaba up-regulado con más 
frecuencia en los subtipos no-Luminales frente a los Luminales (63% 
vs 37%). Además, su expresión se correlacionó de forma positiva con la 
expresión de genes relacionados con la transición epitelio-mesénquima.

Al tratar la línea celular AU565-R con resistencia secundaria a trastuzumab 
con TP-0903, un inhibidor específico de AXL, disminuyó la viabilidad 
celular. Además, en combinación con trastuzumab se restauró su sensibilidad 
con una disminución significativa. Lo que sugiere que AXL juega un papel 
importante en la resistencia secundaria.

En la línea con resistencia primaria, HCC1954, TP-0903 redujo la viabilidad 
celular. Sin embargo, no se observó una resensibilización a trastuzumab en 
el tratamiento combinado. Este modelo alberga una mutación activadora 
en PIK3CA, el tratamiento con inhibidores de la vía (BKM120, everolimus 
y GDC-0980) afectó a la viabilidad celular. La inhibición a dos niveles 
con GDC-0980 (inhibidor dual de PI3K y mTOR) fue más efectiva que 
BKM120 y everolimus. Además, BKM120 y GDC-0980 demostraron un 
efecto sinérgico con trastuzumab, restaurando la sensibilidad.

-

-

-

-
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Estos datos sugieren que AXL podría tener un papel más decisivo, driver, 
en la resistencia secundaria que en la primaria. La inhibición farmacológica 
de AXL se postula como una posible diana terapéutica en las pacientes con 
cáncer de mama HER2 positivo con resistencia secundaria a trastuzumab. 
Sin embargo, en el modelo de resistencia primaria la mutación en PIK3CA 
podría tener un papel más relevante en la resistencia, produciendo una 
activación constitutiva de la vía e independiente de la señalización de RTKs 
como HER2 o AXL.

-
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ANEXO 2: Descripción clínica de la cohorte de pacientes del Hospital Clínico 
Universitario de València

Disponemos de una cohorte de 

235 pacientes de cáncer de mama 

HER2 positivo del Hospital Clínico 

Universitario de València. De ellas, 

222 fueron diagnosticadas en estadios 

iniciales, la mayoría en estadios 

I-II (72.2%), sólo 14 pacientes 

presentaban enfermedad avanzada 

en el momento del diagnóstico. La 

mediana de edad fue 52 años con un 

rango entre 25 – 83 años. El 53.4% 

del conjunto eran postmenopáusicas. 

En cuanto al tipo de cirugía en el 

62.7% fue conservadora, realizándose 

en un 36% mastectomía radical. El 

66.5% presentaba una enfermedad     

Luminal/HER2+. El 46.2% recibió 

tratamiento neoadyuvante y el 47.9% 

adyuvante. El análisis histológico de las 

muestras mostró un claro predominio 

en el tipo histológico ductal (sin tipo 

especial) (94.1%), sólo 7 pacientes 

presentaron un carcinoma lobulillar 

infiltrante. El grado histológico 

Cohorte de pacientes Hospital Clínico 
Universitario de València

mayoritario fue GH-3 (47.0%) y aproximadamente la mitad de las pacientes 

presentaban afectación ganglionar (51.7%). Más de la mitad (66.5%) expresaban 

receptores hormonales. El 69.5% de las pacientes se encuentran libres de enfermedad, 

presentando una tasa de recaídas o progresión del 30.5% (72/236).
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