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RESUMEN 

 

El uso de quimioterapia neoadyuvante (NAC, del inglés) en el cáncer de mama es cada 

vez mayor debido a sus numerosas ventajas. Los tumores HER2 positivos y los triples 

negativos suelen tener tasas altas de respuestas patológicas completas (pCR, del inglés) 

tras este tratamiento, mientras que en los tumores luminales-HER2 negativos, las 

respuestas completas son infrecuentes. En este proyecto realizamos dos estudios que 

tienen como finalidad la optimización del manejo post-NAC en pacientes con cáncer de 

mama, explorando la utilidad de nuevas herramientas de diagnóstico molecular para 

ofrecer un tratamiento más personalizado. 

En el primer estudio valoramos el potencial del ADN tumoral circulante (ctDNA, del 

inglés) para predecir la pCR en pacientes con cáncer de mama HER2 positivo y triple 

negativo post-NAC. Los resultados sugieren que en pacientes que logran una respuesta 

clínica completa (cCR, del inglés), la desaparición de mutaciones específicas del tumor 

en el ctDNA después de la NAC se correlaciona con una alta probabilidad de pCR. Esto 

plantea la posibilidad futura de omitir la cirugía en pacientes que cumplan estos 

criterios.  

El segundo estudio evalúa el valor pronóstico del Oncotype DX Breast Recurrence 

Score® post-NAC en pacientes con cáncer de mama luminal HER2 negativo que no 

lograron una pCR, para identificar aquellas de alto riesgo que podrían beneficiarse de 

tratamientos adicionales. Los hallazgos demuestran que el recurrence score (RS) post-

NAC es un predictor independiente de metástasis a distancia y supervivencia global, y 

que la NAC reduce significativamente el RS, lo que podría tener implicaciones 

pronósticas positivas. 

Ambas investigaciones destacan la importancia de los estudios moleculares en la 

personalización del tratamiento post-NAC para el cáncer de mama, aunque con 

enfoques diferentes. El ctDNA podría ser una herramienta prometedora para 

identificar a las pacientes que pueden evitar la cirugía después de la NAC, mientras que 

el RS post-NAC podría ayudar a estratificar el riesgo y guiar las decisiones terapéuticas 

en pacientes con enfermedad residual después de la NAC. 



 

  



ABSTRACT 

The use of neoadjuvant chemotherapy (NAC) in breast cancer is increasing due to its 

numerous advantages. HER2-positive and triple-negative tumors often have high rates 

of pathological complete responses (pCR) following this treatment, whereas luminal-

HER2-negative tumors infrequently achieve complete responses. In this project, we 

conducted two studies aimed at optimizing post-NAC management in breast cancer 

patients by exploring the utility of new molecular diagnostic tools to offer more 

personalized treatment. 

In the first study, we assessed the potential of circulating tumor DNA (ctDNA) to 

predict pCR in HER2-positive and triple-negative breast cancer patients post-NAC. The 

results suggest that in patients who achieve a clinical complete response (cCR), the 

clearance of specific tumor mutations in ctDNA after NAC correlates with a high 

probability of pCR. This raises the future possibility of omitting surgery in patients who 

meet these criteria. 

The second study evaluates the prognostic value of the Oncotype DX Breast 

Recurrence Score® post-NAC in patients with luminal HER2-negative breast cancer who 

did not achieve a pCR, to identify those at high-risk who might benefit from additional 

treatments. The findings demonstrate that post-NAC recurrence score (RS) is an 

independent predictor of distant metastasis and overall survival, and that NAC 

significantly reduces RS, which could have positive prognostic implications. 

Both studies highlight the importance of molecular studies in personalizing post-NAC 

treatment for breast cancer, with different approaches. ctDNA could be a promising 

tool for identifying patients who may avoid surgery after NAC, while post-NAC RS could 

help stratify risk and guide therapeutic decisions in patients with residual disease after 

NAC. 
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1.1. CÁNCER DE MAMA 

1.1.1. Epidemiología 

El cáncer de mama es el cáncer más diagnosticado en mujeres a nivel mundial (uno de 

cada cuatro casos de cáncer) y el de mayor mortalidad en este género (una de cada seis 

muertes por cáncer). En el año 2020 se diagnosticaron 2,3 millones de casos nuevos, lo 

que representa el 11,7% de todos los casos de cáncer (ver figura 1). Es la quinta causa 

de mortalidad por cáncer en todo el mundo, con 685.000 muertes (6,9%)1. 

 

Figura 1. Distribución de casos y muertes para los 10 cánceres más comunes en el año 2020 en 

ambos sexos (Sung H et al., 2021)1. 

La tasa de incidencia del cáncer de mama femenino ha ido aumentando lentamente 

desde la década de 2000 (aproximadamente 0,5% por año)2. En los países 

desarrollados esta tasa es un 88% más alta que en los países en vía de desarrollo (55,9 

y 29,7 por 100.000, respectivamente), debido a factores de riesgo reproductivos, 

hormonales y del estilo de vida, así como una mayor detección mediante cribados 

mamográficos3. Sin embargo, las mujeres que viven en países en vía de desarrollo 

tienen una mortalidad un 17% mayor1. 

Se estima que, en el 2040, la carga del cáncer de mama aumentará a más de 3 millones 

de casos nuevos y 1 millón de muertes por año, como resultado del crecimiento y el 

envejecimiento de la población4. 
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1.1.2. Histopatología  

En la clasificación actual de tumores de mama de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), el cáncer de mama infiltrante se divide en diferentes subtipos histológicos 

basándose en la arquitectura del tumor, las características citológicas del núcleo y los 

hallazgos en el estroma. Los tumores que presentan un determinado patrón histológico 

que abarca más del 90% de la lesión, son catalogados como subtipos especiales, entre 

los que encontramos los carcinomas lobulillares, mucinosos, tubulares, entre otros. La 

gran mayoría de tumores (40-75%) no presenta una morfología de tipo especial tan 

extensa (<90%) y estos constituyen el amplio grupo de carcinomas infiltrantes de tipo 

no especial (CITNE)5.  

Otro parámetro histológico que es imprescindible valorar a la hora de diagnosticar un 

carcinoma de mama infiltrante es el grado de diferenciación tumoral, es decir, en qué 

medida se parecen las células del tumor a las células epiteliales del tejido mamario. El 

método recomendado en la actualidad, por la OMS, para realizar esta gradación es el 

sistema de Nottingham, descrito en 1991 por Elston y Ellis, quienes demostraron que 

proporcionaba una información pronóstica importante y que si se aplicaba 

consistentemente se podían obtener resultados reproducibles6. Para valorar el grado 

histológico se evalúan tres características: la formación de túbulos, el pleomorfismo 

nuclear y el índice mitótico. Cada una de ellas se puntúa independientemente, con 

valores numéricos del 1 al 3. Estos valores se suman y se obtiene un puntaje de 3 a 9, al 

cual se le asignan diferentes grados de la siguiente manera: de 3 a 5 puntos obtenidos 

es un tumor grado 1 (bien diferenciado); de 6 a 7 puntos es un grado 2 

(moderadamente diferenciado) y de 8 a 9 puntos es un grado 3 (pobremente 

diferenciado)5. 

En países donde el acceso a técnicas moleculares no está disponible o es limitado y 

solo cuentan con la evaluación histopatológica de rutina, las diversas características 

clínico-patológicas del tumor, en especial la valoración del grado histológico, 

representan un papel determinante para predecir el pronóstico de estas pacientes. Las 

técnicas moleculares ayudan a complementar el diagnóstico, pero las variables 

patológicas tradicionales siguen siendo fundamentales para el mismo7. 
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1.1.3. Clasificación molecular 

El uso de análisis transcriptómico en cáncer de mama ha permitido realizar una 

clasificación molecular de esta entidad, caracterizando diferentes perfiles de expresión 

génica, con la finalidad de buscar nuevas dianas terapéuticas y valorar tanto la 

respuesta al tratamiento como el pronóstico8.  

En el año 2000 Perou y cols estudiaron los patrones de expresión de los genes de 65 

tumores de mama utilizando microarrays de ADN y demostraron que, según la 

expresión o ausencia de receptores de estrógenos (RE), los tumores se podían clasificar 

en dos grupos principales. Los tumores positivos para RE presentaban genes 

característicos de las células epiteliales luminales, por lo tanto, lo denominaron subtipo 

luminal. El otro grupo estaba constituido por tumores negativos para RE, y en este se 

identificaron tres subtipos diferentes: uno con expresión de genes característicos de las 

células basales; otro con sobre-expresión del receptor 2 del factor de crecimiento 

epidérmico humano (HER2) y un último grupo que presentaba un perfil genético 

similar al encontrado en el tejido mamario normal. Así quedaron constituidos los 

subtipos intrínsecos principales del cáncer de mama: tumores luminales, tumores 

enriquecidos en HER2, tumores de tipo basal y tumores similares a la mama normal9. 

Debido a que las pruebas moleculares todavía no están disponibles como una técnica 

de diagnóstico validada, resultan inaccesibles para la mayoría de las pacientes, por lo 

cual se ha desarrollado una clasificación sustituta patológica, basada en la evaluación 

inmunohistoquímica (IHQ) de los siguientes biomarcadores: RE, receptores de 

progesterona (RP), HER2 y el índice de proliferación celular estimado mediante Ki67 

(ver tabla 1)10. 
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SUBTIPO INTRÍNSECO 
DEFINICIÓN CLÍNICO-PATOLÓGICA SUSTITUTA 

LUMINAL A 
“Tipo Luminal-A” 

Todos: 

RE y RP positivos 

HER2 negativo 

Ki67 “bajo” (<20%) 

Riesgo de recurrencia “bajo” basado en plataformas genómicas (si se 

disponen) 

LUMINAL B 
“Tipo Luminal-B (HER2 negativo)” 

RE positivos 

HER2 negativo  

y al menos uno de estos: 

Ki67 “alto” (≥20%) 

RP “negativos o bajos” (<20%) 

Riesgo de recurrencia “bajo” basado en plataformas genómicas (si se 

disponen) 

“Tipo Luminal-B (HER2 positivo)” 

RE positivos 

HER2 sobreexpresado o amplificado 

Cualquier Ki67 

Cualquier estado de RP 

SOBREEXPRESIÓN DE HER2 
“HER2 positivo (no luminal)” 

HER2 sobreexpresado o amplificado 

Ausencia de expresión de RE y RP 

“DE TIPO BASAL” 
“Triple negativo (ductal)” 

Ausencia de expresión de RE y RP 

HER2 negativo  

 

Tabla 1. Definiciones sustitutas de subtipos intrínsecos del cáncer de mama (adaptada de 

Goldhirsch A et al., 2013) 10. 
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1.1.3.1 Subtipo luminal 

El subtipo luminal es el más común. Está constituido por tumores heterogéneos tanto 

a nivel histológico como genético, por lo tanto, dentro de esta categoría encontramos 

tumores que presentan distintas evoluciones y respuestas al tratamiento11. Estas 

diferencias han permitido distinguir dos subgrupos: luminal A y luminal B12. 

Los tumores de tipo luminal A presentan positividad de RE y RP (>20%), son negativos 

para HER2 y tienen un índice de proliferación celular (Ki67) bajo (<20%). Presentan una 

alta prevalencia de mutaciones de PIK3CA (49%)5. Usualmente son CITNE de bajo grado 

o carcinomas de tipo especial. A nivel clínico, son tumores indolentes, que responden a 

la terapia hormonal y suelen tener buen pronóstico.  

Los de tipo luminal B se subdividen en luminal B-HER2 negativo, los cuales son 

positivos para RE, presentan un índice de proliferación celular alto (>20%) y/o son 

negativos para RP o tienen una positividad baja (<20%); y luminal B-HER2 positivo, que 

son tumores positivos para RE y HER2, independientemente del estatus de RP o del 

índice de proliferación. Estos tumores pueden tener mutaciones que afecten tanto a 

PIK3CA como a TP53. Son más agresivos y resistentes al tratamiento hormonal, por lo 

que a la mayoría se les añade tratamiento citotóxico10,13.  

1.1.3.2. Subtipo enriquecido en HER2 

La amplificación de HER2 con la consecuente sobreexpresión de esta proteína se 

observa entre el 11 y el 30% de los tumores malignos de mama14. HER2 pertenece a 

una familia de receptores de factores de crecimiento que regulan la proliferación, el 

desarrollo, la motilidad y la supervivencia celular. La sobreexpresión de esta proteína 

se traduce en un aumento de la proliferación de células cancerígenas y de la 

angiogénesis, dando lugar a tumores con un fenotipo más agresivo y peor pronóstico5. 

Actualmente existen agentes terapéuticos biológicos dirigidos a HER2 (el anticuerpo 

monoclonal trastuzumab y otros agentes relacionados) que, administrados junto a la 

quimioterapia, han demostrado ser eficaces para aumentar la supervivencia de estas 

pacientes15,16.  
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La positividad de HER2 se puede evaluar mediante IHQ (tinción de membrana intensa y 

uniforme [3+] en >10% de las células tumorales) y/o valorando la amplificación del gen 

mediante técnicas de hibridación in situ (los casos positivos tienen frecuentemente 

una ratio HER2/CEP17 >2,0 y un promedio >4,0 señales HER2/célula tumoral)17. Se 

suele realizar primero la técnica IHQ y si el resultado es equívoco (tinción 2+) se solicita 

la hibridación in situ. 

1.1.3.3. Subtipo basal 

El subtipo basal constituye alrededor del 15% de las neoplasias malignas de mama. 

Habitualmente, estos tumores suelen confundirse con los triples negativos, cuando en 

realidad se ha demostrado que son dos grupos diferentes, ya que no todos los triples 

negativos presentan un perfil de expresión genética de tipo basal (solo el 75%), y no 

todos los tumores basales carecen de expresión de RE, RP y HER2, mediante técnicas 

inmunohistoquímicas18,19.  

A nivel transcripcional es el subtipo más homogéneo, observándose una elevada 

expresión de genes relacionados con la proliferación y queratinas basales, y un gran 

número de mutaciones, principalmente en TP53 (80%). El cáncer de mama con 

mutación de BRCA1 se asocia a este subtipo. No existe terapia dirigida para este grupo 

y aunque suelen responder bien a la quimioterapia, presentan mal pronóstico 20,21. 

 

1.1.3.4. Cáncer de mama triple negativo 

 

Entre el 10 y el 20% de los cánceres de mama presentan un perfil inmunohistoquímico 

(IHQ) triple negativo. Como se ha descrito en el apartado anterior, esto significa la 

ausencia de expresión de RE, RP y HER2, lo que limita la posibilidad de tratamiento con 

terapias dirigidas. Estos tumores a menudo se diagnostican a una edad más temprana, 

son más prevalentes en mujeres afroamericanas y tienen una mayor tasa de 

recurrencia y mortalidad22. Histológicamente, la mayoría son de alto grado, con patrón 

de crecimiento sólido, necrosis geográfica e índice mitótico elevado (con una 

proliferación a menudo mayor al 80%)5. 

Desde el punto de vista molecular son tumores heterogéneos. Se han identificado 

distintos subtipos mediante el estudio de perfiles de expresión génica. Lehmann y cols. 
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demostraron la existencia de seis grupos diferentes dentro de esta entidad: basal-like 

1, basal-like 2, inmunoenriquecido, mesenquimal, mesenquimal stem-like y el receptor 

de andrógenos luminal. Años más tarde, estos mismos autores afirmaron que las 

características transcriptómicas inicialmente observadas en los subtipos reconocidos 

como inmunoenriquecido y mesenquimal stem-like, procedían en el primer caso de los 

abundantes linfocitos infiltrantes de tumor y en el segundo grupo de las células 

mesenquimales asociadas al tumor, por lo cual la clasificación se reducía a los 4 grupos 

restantes23,24.  

Esta clasificación aún no está clínicamente establecida y, por lo tanto, todavía no se han 

aprobado regímenes de tratamiento específico para cada subtipo, por lo que la 

quimioterapia sigue siendo el tratamiento de elección para las pacientes afectadas por 

esta entidad. Aproximadamente entre el 30 y el 40% de las pacientes tratadas con 

terapia neoadyuvante presentan una respuesta patológica completa (pCR, del inglés), 

cuya definición es la ausencia de enfermedad infiltrante residual tanto en la mama 

como en la axila tras la cirugía25, lo cual se traduce en tasas de supervivencia más altas. 

Los casos en los que histológicamente se objetiva enfermedad residual tienen más 

probabilidades de recurrencia y de desarrollar una enfermedad metastásica26. 

1.1.4. Estadiaje 

El sistema TNM es el método de clasificación más empleado internacionalmente para 

determinar el estadio del cáncer de mama y es publicado por el American Joint 

Committee on Cancer (AJCC)/Union for International Cancer Control (UICC). Este 

sistema recoge la información sobre el tamaño del tumor primario (T= tumor), los 

ganglios linfáticos regionales (N= nódulos linfáticos) y la afectación metastásica a 

distancia (M= metástasis). Todos estos datos se combinan para crear 5 estadios clínicos 

(0, I, II, III y IV) que resumen la extensión de la enfermedad regional (tamaño tumoral, 

extensión a piel o pared torácica, afectación ganglionar) y las metástasis a distancia. 

Esta información es crucial tanto para tomar de decisiones sobre el tratamiento local 

como para evaluar la necesidad de terapias sistémicas. Asimismo, es útil para comparar 

a los pacientes en el ámbito de la investigación5. 
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1.2. NEOADYUVANCIA EN EL CÁNCER DE MAMA 

La quimioterapia neoadyuvante (NAC, del inglés) es aquella que se administra como 

primera opción terapéutica, con la intención de disminuir el tamaño tumoral y de esta 

manera facilitar una posterior intervención quirúrgica (tanto en la mama como a nivel 

axilar).   

El inicio de su uso en cáncer de mama se remonta a la década de 1980, cuando se 

observó que los efectos secundarios de dicha terapia eran comparables a los 

observados en pacientes tratados con quimioterapia adyuvante convencional, 

suponiendo una reducción más efectiva de la carga tumoral27.  

En 1988, se inició uno de los primeros y más largos ensayos aleatorizados, para 

comparar el uso de NAC o adyuvante en pacientes con cáncer de mama operable: el 

protocolo B-18 del Proyecto Nacional de Cirugía Adyuvante de Mama e Intestino 

(NSABP, del inglés). En este estudio, 1523 pacientes fueron aleatorizadas a 4 ciclos de 

doxorrubicina y ciclofosfamida (AC) antes (n = 747) o después de la cirugía (n = 759), y 

se demostró que no había diferencias significativas, entre una modalidad de 

tratamiento u otra, en términos de supervivencia global (SG) o supervivencia libre de 

enfermedad (SLE).  Asimismo, con la NAC se lograba reducir el tamaño del tumor 

primario, por lo que permitía realizar cirugías conservadoras (tumorectomías) y a la vez 

valorar de manera individual la respuesta tumoral al tratamiento. Además, se observó 

que las pacientes con una pCR presentaban mejor pronóstico en comparación con las 

que tenían enfermedad residual28,29. 

En el ensayo 10902 de la Organización Europea para la Investigación y el Tratamiento 

del Cáncer (EORTC, del inglés) se obtuvieron resultados similares en cuanto a 

supervivencia, al compararse la administración neoadyuvante y adyuvante de 4 ciclos 

de quimioterapia, en este caso con fluorouracilo, epirrubicina y ciclofosfamida, en 698 

pacientes con cáncer de mama operables; y también se demostró una asociación entre 

los pacientes que alcanzaron una pCR con un mejor pronóstico a largo plazo30. 

Debido a las altas tasas de regresión tumoral evidenciadas, el uso de NAC se afianzó, 

convirtiéndose en una parte fundamental del tratamiento en pacientes con cáncer de 
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mama localmente avanzado e inflamatorio, buscando la posibilidad de poder realizar la 

extirpación de lesiones que antes eran irresecables 31.  

1.2.1. Respuesta al tratamiento neoadyuvante 

Una de las principales ventajas de la NAC es que posibilita una evaluación objetiva de la 

efectividad de los medicamentos utilizados, ofreciendo información pronóstica según 

la respuesta al tratamiento. Por esta razón en las décadas siguientes su objetivo 

principal ha sido optimizar la combinación de fármacos para conseguir una mayor tasa 

de respuestas patológicas completas y comprender la biología del tumor a través de 

pruebas de capacidad de respuesta en modelos vivos32. Según se observó en un amplio 

metanálisis de 11695 pacientes, el porcentaje de pacientes que alcanzan una pCR tras 

NAC varía en función de los subtipos moleculares, lográndose tasas de un 8,3% en 

tumores Luminales, 18,7% en tumores Luminales-HER2 positivos, 31,1% en Triple 

Negativos y 38,9% en HER2 positivos (no Luminales)33. 

Tras los avances en los tratamientos de quimioterapia y terapias específicas adaptadas 

al tipo de tumor y la afectación ganglionar, las tasas de pCR han experimentado una 

mejora significativa, especialmente en el cáncer de mama triple negativo (83%) y HER2-

positivo (65%)32, 34-37. Sin embargo, incluso con las mejores técnicas de imagen 

disponibles en la actualidad, no se cuenta con la sensibilidad y especificidad suficientes 

para detectarlas y poder evitar cirugías de mama donde ya no queda enfermedad 

residual. Por ese motivo se siguen realizando exéresis quirúrgicas del lecho tumoral 

para su examen anatomopatológico. 

Este estudio requiere muestrear toda la zona del lecho tumoral o el área marcada con 

los clips, así como el tejido adyacente. La Administración de Alimentos y 

Medicamentos (FDA, del inglés) recomienda tomar por lo menos un bloque de parafina 

por cada centímetro de tumor pre-tratamiento para su estudio histológico. En él se 

debe buscar e informar de la presencia de componente infiltrante e in situ y la 

extensión de ambos, así como de invasión linfovascular y presencia de cambios 

regresivos (fibrosis). 

Aunque se ha comprobado que lograr una pCR está relacionado con una mayor SG y 

SLE, y que en estos casos la administración de tratamiento adyuvante no aporta 
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beneficios adicionales38, el hecho de que persista la enfermedad después del 

tratamiento con NAC sugiere una resistencia parcial del tumor a la terapia y está 

vinculado a un pronóstico desfavorable. En este último contexto, en la actualidad, las 

pacientes generalmente no suelen beneficiarse de tratamientos adyuvantes más allá de 

la hormonoterapia o la radioterapia. Se han llevado a cabo ensayos clínicos para 

determinar el uso de quimioterapia o terapias dirigidas tras NAC en pacientes con 

enfermedad residual (PENELOPE-B39, KATHERINE40, OLYMPIA41, entre otros), y en 

algunos se ha evidenciado un beneficio notable de diversas estrategias. Estas 

alternativas resaltan la importancia de identificar a aquellas con mayor riesgo de 

recidiva y que pudieran beneficiarse de un tratamiento adicional. 

La enfermedad residual tras NAC se suele evaluar utilizando un sistema de 

cuantificación de la carga de cáncer residual (RCB, del inglés). Este índice se calcula 

combinando una serie de variables que se obtienen luego de evaluar 

microscópicamente la pieza de resección y los ganglios linfáticos extraídos tras la NAC.  

Estas variables incluyen el tamaño del lecho tumoral (medido en dos dimensiones); el 

porcentaje del área tumoral ocupado por celularidad residual; el porcentaje de 

carcinoma in situ; el número de ganglios linfáticos positivos y el diámetro de la lesión 

metastásica ganglionar más grande. Estos parámetros se combinan dando lugar a 

cuatro posibles categorías, que se correlacionan con la supervivencia a largo plazo: RCB 

0 (pCR), RCB I (mínima enfermedad residual), RCB II (moderada enfermedad residual) y 

RCB-III (quimiorresistencia)42. Actualmente, no está recomendada la determinación de 

biomarcadores como los receptores hormonales, HER2 o índice proliferativo43-45, por lo 

que las características del tumor quedan menos definidas, ya que se carece de 

información sobre los posibles mecanismos implicados en la resistencia al tratamiento, 

así como de alteraciones en los patrones de expresión génica o mutaciones que 

podrían verse influenciados por la NAC46.  

 Los nuevos ensayos clínicos diseñados para demostrar la eficacia de un tratamiento 

adicional en pacientes con enfermedad residual tras NAC intentan suplir estas 

carencias adoptando métodos como el índice CPS-EG (clinical-pathologic scoring 

system incorporating ER status and nuclear grade), aunque dicho índice dista mucho 

de aportar una información precisa de la biología y potencial comportamiento del 



INTRODUCCIÓN 
 

33 
 

tumor47. Además, hay que añadir que algunos de los factores que incluye (como la 

valoración de los receptores de estrógeno o el grado histológico) presentan cierta 

subjetividad y dependen de la experiencia del patólogo que los analiza. 

 

1.3. PAPEL DE LAS TÉCNICAS MOLECULARES EN EL CÁNCER DE MAMA 

1.3.1. Plataformas genómicas 

El estudio de perfiles de expresión génica ha impulsado el desarrollo de plataformas 

genómicas que identifican subgrupos de cáncer de mama con respuestas específicas a 

la terapia48. A pesar de que en el cáncer de mama en estadio inicial con RE-positivos, 

tratado con terapia hormonal adyuvante (tamoxifeno) más quimioterapia, se ha 

demostrado una disminución del riesgo de recurrencia y mortalidad49, el uso de 

quimioterapia adicional no siempre es beneficioso. Las plataformas genómicas se 

utilizan hoy en día en la práctica clínica para estratificar a las pacientes que tengan 

tumores con estas características y que sean HER2-negativo, en grupos pronósticos de 

bajo y alto riesgo. Las pacientes con bajo riesgo pueden ahorrarse con seguridad el uso 

de quimioterapia adyuvante, mientras que las pacientes en el grupo de alto riesgo 

deberían beneficiarse de este tratamiento5. 

En la actualidad existen varias plataformas genómicas disponibles, entre las cuales 

están el Breast Cancer Index® de 7 genes, EndoPredict® de 12 genes, Prosigna® de 20 

genes, Oncotype DX Breast Recurrence Score® de 21 genes y MammaPrint® de 70 

genes (ver tabla 2). Estas dos últimas tienen el mismo nivel de evidencia (I) y grado de 

recomendación (A), para su uso en cuanto a toma de decisiones del tratamiento y se 

han incorporado en la octava edición del manual de estadificación del cáncer del AJCC 

para la clasificación del cáncer de mama5, 50. 

1.3.1.1. El test Oncotype DX Breast Recurrence Score® 

Oncotype DX Breast Recurrence Score® es una prueba pronóstica y predictiva de 21 

genes indicada en pacientes con cáncer de mama en estadio inicial RE-positivos, HER2-

negativo y con ganglios linfáticos negativos o con hasta tres ganglios positivos51. Fue 

desarrollada para predecir el beneficio de la quimioterapia, para lo cual cuantifica la  
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ADN, ácido desoxirribonucleico; FFPE, fijado en formalina e incrustado en parafina; CMI, cáncer de 
mama en estadio inicial; GL, ganglio linfático; EMA, Agencia Europea de Medicamentos. 

Tabla 2. Plataformas genómicas utilizadas para la toma de decisiones sobre quimioterapia en 

cáncer de mama positivo para RE y HER2 negativo (adaptada de WHO classification of tumours 

series, 5th ed.; vol. 2)5. 

 MammaPrint Oncotype DX Prosigna (PAM50) EndoPredict Breast Cancer 

Índex 

Número de 

genes 

70 21 50 11 7 

Método Microarray de 

ADN 

RT-PCR NanoString RT-PCR RT-PCR 

Tipo de 

muestra 

tisular 

Congelado/FFPE FFPE FFPE FFPE FFPE 

Localización Central Central Local Local Central 

Resultados de 

las pruebas 

Riesgo alto o 

bajo + subtipo 

Riesgo alto, 

intermedio o 

bajo 

Riesgo alto, 

intermedio o bajo 

+ subtipo 

Riesgo alto o bajo Riesgo alto o bajo, 

beneficio alto o 

bajo 

Indicación 

clínica 

Predecir el 

pronóstico y 

guiar la toma de 

decisiones con 

respecto a la 

quimioterapia 

para mujeres con 

CMI RE+/HER2−, 

GL− o GL+ (1-3) 

Predecir el 

pronóstico y 

guiar la toma de 

decisiones con 

respecto a la 

quimioterapia 

para mujeres con 

CMI RE+/HER2−, 

GL− o GL+ (1-3) 

Predecir el 

pronóstico y guiar 

la toma de 

decisiones con 

respecto a la 

quimioterapia 

para mujeres con 

CMI RE+/HER2−, 

GL− o GL+ (1-3) 

Predecir el 

pronóstico y guiar 

la toma de 

decisiones con 

respecto a la 

quimioterapia 

para mujeres con 

CMI RE+/HER2−, 

GL− o GL+ (1-3) 

Predecir el 

pronóstico y guiar 

la toma de 

decisiones con 

respecto a la 

quimioterapia 

para mujeres con 

CMI RE+/HER2−, 

GL−  

Ensayo (s) de 

validación 

prospectiva 

MINDACT TAILORx y 

RxPONDER 

OPTIMA Ninguno Ninguno 

Aprobación 

regulatoria 

EMA, FDA EMA, FDA EMA, FDA EMA, FDA No está aprobado 
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expresión de 21 genes en tejido tumoral fijado e incluido en parafina, a través de la 

técnica de reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa y alto 

rendimiento (RT-PCR). De estos 21 genes, 16 están relacionados con el cáncer de 

mama (Ki67, STK15, survivina, ciclina B1, MYBL2, GRB7, HER2, ER, PGR, BCL2, SCUBE2, 

estromelisina 3, catepsina L2, GSTM1, CD68 y BAG1) y sus niveles de expresión se 

normalizaron con respecto a 5 genes de referencia (Beta-actina, GAPDH, RPLPO, GUS y 

TFRC)52. 

En base a la expresión de estos genes se desarrolló un algoritmo que calcula el 

resultado Recurrence Score (RS) en la muestra de tejido tumoral de cada paciente. El 

RS es una variable continua que va de 0 a 100 (cuanto mayor es el puntaje, mayor es la 

probabilidad de recurrencia a distancia a los 9 años, cuando solo se administra terapia 

endocrina). Los puntos de corte pre-definidos para el RS fueron < 18 (RS bajo), 18–30 

(RS intermedio) y ≥ 31 (RS alto), lo que equivale a tasas de recaída a 10 años del 7%, 

14% y 30%. El RS también se correlaciona con la probabilidad de beneficio de la adición 

de quimioterapia al tratamiento con terapia hormonal, siendo actualmente la única 

plataforma genómica validada tanto para la predicción como para el pronóstico51,52. 

Para minimizar el potencial de infra-tratamiento, en el ensayo TAILORx53 se utilizaron 

puntos de corte diferentes para el RS: ≤ 10, 11–25 y 26–100 definidos como RS bajo, 

intermedio y alto, respectivamente. A raíz de los resultados de este estudio, la 

clasificación del RS cambió y se consideraron que no se beneficiaban de quimioterapia 

asociada al tratamiento endocrino los tumores con RS<25 (con alguna excepción de 

acuerdo con el estado menopáusico). El estudio RxPONDER54 confirmó el valor clínico 

del RS en pacientes con afectación axilar (1 a 3 ganglios). 

Sin embargo, ni el Oncotype DX Breast Recurrence Score® ni ninguna otra plataforma 

genómica han sido validados después de la NAC para identificar pacientes en riesgo de 

recurrencia de su enfermedad, habiéndose enfocado únicamente en indicar o no un 

tratamiento de quimioterapia preoperatoria pero no en casos de enfermedad 

residual55. 
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1.3.2. Biopsia líquida 

Se conoce como biopsia líquida a un método utilizado para obtener materiales 

derivados del tumor, como el ADN tumoral circulante (ctDNA, del inglés), ARN, células 

tumorales circulantes (CTCs, del inglés) intactas, plaquetas o vesículas extracelulares, 

de fluidos corporales (sangre, orina, saliva, heces o incluso líquido cefalorraquídeo)56 

(ver figura 2). La mayoría de estos componentes son liberados al torrente sanguíneo 

como resultado de la apoptosis, necrosis o liberación activa de las células de un tumor 

primario57. 

 

Figura 2. Fluidos donde se pueden encontrar marcadores tumorales circulantes (Freitas AJA et 

al., 2022)58. 

 

El concepto de biopsia líquida se originó en 1869 cuando Ashworth evidenció la 

presencia de células en la sangre de un paciente con cáncer metastásico, con una 

apariencia similar a las células tumorales en los tumores primarios (CTCs)59. En 1948, 

Mandel y Métais publicaron el primer hallazgo de ADN libre de células (cfDNA, del 

inglés) en el torrente sanguíneo de personas sanas y enfermas60, y 30 años más tarde 

se describió su presencia en el suero de pacientes con cáncer61. A principios de la 

década de los 90 se demostró en estos pacientes que este ADN provenía de tejidos 
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tumorales debido a la detección de mutaciones características del cáncer, 

encontrándose mutaciones oncogénicas de N-ras en el plasma de pacientes con 

síndrome mielodisplásico y leucemia mieloide aguda62, y mutaciones de K-ras en el 

plasma de pacientes con adenocarcinoma pancreático63.   

La biopsia líquida destaca por ser una técnica no invasiva, y se ha convertido en una 

alternativa viable a la biopsia tumoral tradicional, que permite tener información de 

todo el panorama genómico de un tumor, a pesar del grado de heterogeneidad que 

pueda tener el mismo64. Asimismo, se ha demostrado que puede proporcionar 

información importante en cuanto al pronóstico del paciente, la posible resistencia a 

fármacos y el tratamiento individualizado65. 

De los componentes de una biopsia líquida los más estudiados y utilizados como 

biomarcadores son las CTCs y el ctDNA. Las CTCs son células que se desprenden 

pasivamente de lesiones tumorales primarias o metastásicas y adquieren la capacidad 

de invadir el torrente sanguíneo, gracias a propiedades de transición epitelio-

mesénquima66. Desde el torrente circulatorio pueden viajar a órganos distantes e 

infiltrarlos y es por esto por lo que se ha asumido que son la base del desarrollo de 

mestástasis66-67.  

El ctDNA es una fracción del total de cfDNA presente en pacientes con cáncer65. Es 

liberado directamente por las células tumorales, ya sea en el sitio del tumor o desde 

CTCs en la circulación64. El cfDNA, en cambio, está también presente en individuos 

sanos y su liberación no se debe solo a la necrosis y apoptosis, sino que puede verse 

aumentada ante situaciones de inflamación, trauma o incluso en el ejercicio 

exhaustivo. La concentración de ctDNA puede ser menor al 0.01% del cfDNA68 y puede 

variar según la etapa, la localización y la vascularización del tumor69. A pesar de tener 

tan baja proporción de concentración en plasma, el desarrollo reciente de tecnologías 

más sensibles y específicas, como la secuenciación de nueva generación (NGS, del 

inglés), ha facilitado su análisis65.  

Los análisis moleculares integrados han demostrado que TP53 y PIK3CA son los genes 

más frecuentemente mutados en el cáncer de mama8. Como ya se ha explicado en 

apartados anteriores, el patrón de mutación varía según el subtipo intrínseco de 
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cáncer, lo cual influye en la respuesta al tratamiento y el pronóstico5. El ctDNA puede 

utilizarse como biomarcardor para identificar estas mutaciones, ya que conserva las 

variantes genéticas y características epigenéticas del tumor primario, y monitorizarlas 

longitudinalmente70,71. 

 

1.3.2.1. Aplicaciones del ctDNA en el cáncer de mama 

A pesar de que la biopsia tumoral sigue siendo el método de referencia para el 

diagnóstico, la clasificación y el tratamiento en cáncer de mama, los avances en la 

detección del ctDNA lo han convertido en una alternativa que refleja con precisión la 

heterogeneidad de esta enfermedad, desde su detección hasta fases avanzadas72.  

En el cáncer de mama en estadio temprano los niveles globales de ctDNA son mucho 

más bajos que en pacientes con enfermedad metastásica, lo cual ha sido un 

impedimento para poder comprobar su efectividad como método de cribado72. Cohen 

et al.73 utilizaron CancerSEEK, una prueba de sangre para identificar ocho tipos de 

cáncer, evaluando mutaciones en 16 genes y para el cáncer de mama consiguieron una 

sensibilidad del 33% y una especificidad del 99%. Por otro lado, Beaver et al.74 

evaluaron mutaciones de PIK3CA en el plasma de pacientes con cáncer de mama en 

estadio temprano, mostrando una sensibilidad del 93,3% y una especificidad del 100%. 

Esta variabilidad en las sensibilidades obtenidas en los diferentes ensayos, refleja la 

necesidad de estudios prospectivos más amplios para poder validar el uso de ctDNA 

como método de detección y que pueda implementarse en la práctica de rutina. 

En el contexto neoadyuvante del cáncer de mama no metastásico, la monitorización de 

los niveles de ctDNA después de la NAC y la cirugía, puede ser una herramienta útil 

tanto para valorar la presencia de enfermedad residual mínima (MRD, del inglés), es 

decir, cualquier componente tumoral residual posterior a la cirugía de resección que 

pueda llevar a una recaída; así como para estimar la probabilidad de recurrencia, 

evaluar la respuesta al tratamiento y guiar las decisiones terapéuticas posteriores64,65. 

García-Murillas et al. analizaron prospectivamente muestras de plasma de 55 pacientes 

con cáncer de mama en etapa temprana que recibieron NAC y demostraron que la 

detección de ctDNA en plasma después del tratamiento predijo la recaída metastásica 
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con alta precisión, y que el seguimiento de mutaciones en muestras seriadas aumentó 

la sensibilidad para la predicción de recaídas, con un tiempo promedio de anticipación 

de 7.9 meses sobre la recaída clínica75. Asimismo, otros estudios han descrito que la 

eliminación de ctDNA tras la NAC se ha asociado a una pCR76 y su persistencia a 

recurrencia y mala respuesta a la NAC77. El papel del análisis de ctDNA en este contexto 

aún no está bien establecido y existe información contradictoria al respecto58, ya que 

un metaanálisis reciente no encontró una asociación significativa entre la detección de 

ctDNA y la probabilidad de lograr una pCR78. 

El ctDNA es un biomarcador prometedor en el cáncer de mama metastásico, 

mostrando una mejor correlación con la carga tumoral y la respuesta al tratamiento 

que otros marcadores79. Permite identificar mutaciones relevantes para el tratamiento, 

como PIK3CA, ESR1, HER2, AKT1 y PTEN80. Además, se está investigando su utilidad 

para evaluar mecanismos de resistencia a terapias específicas, como los inhibidores de 

CDK4/681.  

Las mutaciones en el gen ESR1, que codifica el receptor de estrógeno alfa, son más 

comunes en cánceres de mama metastásicos y se asocian con la resistencia a la terapia 

endocrina, especialmente con inhibidores de aromatasa82,83. El ctDNA permite detectar 

de forma fiable estas mutaciones en pacientes con cáncer de mama metastásico RE-

positivo, reflejando mejor el estado del tumor en tiempo real. El seguimiento seriado 

de ctDNA permite detectar estas mutaciones meses antes de la progresión clínica, lo 

cual puede guiar la toma decisiones terapéuticas y mejorar el pronóstico de estas 

pacientes84. Recientemente, la FDA ha aprobado la detección de mutaciones de ESR1 

por biopsia líquida como requisito para la prescripción de nuevos tratamientos 

endocrinos con un degradador selectivo del RE (elacestrant).  
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2.1. HIPÓTESIS 

Esta tesis se plantea de acuerdo con la siguiente hipótesis: la caracterización de la 

enfermedad residual tras neoadyuvancia utilizando el análisis del ctDNA para valorar la 

MRD y/o plataformas genómicas, permitiría un mejor abordaje de las pacientes y un 

tratamiento más personalizado. 

2.2. JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

Actualmente, el uso de NAC en cáncer de mama se está extendiendo, debido a las 

ventajas que ofrece este régimen de tratamiento, especialmente la posibilidad de 

alcanzar una pCR. Sin embargo, no todos los tumores presentan el mismo tipo de 

respuesta a la terapia; esta dependerá principalmente del subtipo molecular del tumor 

que tenga la paciente.  

En el caso de la enfermedad HER2 positiva o triple negativa, las tasas de respuesta 

completa son altas. A pesar de ello, se siguen realizando intervenciones quirúrgicas a 

las pacientes para confirmar histológicamente la desaparición de la celularidad 

tumoral, ya que las evaluaciones clínico-radiológicas no pueden determinar con 

exactitud la ausencia de enfermedad residual. En este sentido, nos planteamos si el 

empleo de técnicas muy sensibles y poco invasivas, como el análisis de ctDNA en 

sangre, permitiría confirmar la respuesta completa sospechada por técnicas de imagen 

e, hipotéticamente, evitar cirugías innecesarias. 

Por otro lado, en los tumores Luminales-HER2 negativos la situación es opuesta, y las 

respuestas completas son muy infrecuentes. En este contexto tiene más sentido 

caracterizar mejor la enfermedad resistente, con el objetivo de categorizar su riesgo y 

personalizar el tratamiento. Para ello nos hemos planteado valorar el riesgo biológico 

con una plataforma genómica mundialmente validada para el tratamiento adyuvante 

de este tipo de tumores. De confirmarse la hipótesis del trabajo, podría plantearse 

diferenciar de rutina esta enfermedad residual con el fin de identificar a pacientes de 

alto riesgo que podrían beneficiarse, de inicio, de un tratamiento más dirigido.
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3.1. OBJETIVO PRIMARIO: 

1) El objetivo principal de este trabajo es valorar el papel clínico de la biopsia líquida y 

el recurrence score para mejorar la caracterización y el manejo de las pacientes con 

cáncer de mama tras NAC. 

 

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS: 

1) Evaluar si la eliminación de ctDNA durante la NAC podría correlacionarse con una 

pCR en pacientes con cáncer de mama HER2+ y triple negativo. 

 

2) Comparar los niveles de ctDNA de estas pacientes a lo largo del tiempo para 

valorar la posible reaparición del ctDNA y comprobar si esta vigilancia continua 

podría identificar a las pacientes que recurrirían radiológicamente. 

 

3) Validar el valor pronóstico del RS determinado por Oncotype DX Breast Recurrence 

Score® después de la NAC en pacientes con cáncer de mama luminal-HER2 negativo 

con enfermedad residual, para identificar los tumores residuales de alto riesgo 

biológico. 

 

4) Contrastar los resultados de RS antes y después de la NAC y valorar el efecto del 

tratamiento en la biología tumoral, independientemente del tipo de respuesta al 

mismo. 
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Para comprobar nuestra hipótesis, diseñamos dos estudios en poblaciones distintas de 

pacientes con cáncer de mama. Estos estudios se basaron en la clasificación molecular 

del cáncer de mama, ya que como hemos explicado anteriormente el subtipo 

molecular es un factor determinante en la respuesta a la terapia neoadyuvante. 

4.1. PRIMER ESTUDIO: ANÁLISIS DEL ctDNA DURANTE Y DESPUES DE LA NAC 

4.1.1 Diseño del estudio y población 

Este estudio adoptó un diseño prospectivo y observacional, con el objetivo de evaluar 

la eficacia del tratamiento neoadyuvante mediante el seguimiento de las mutaciones 

específicas de PIK3CA y/o TP53 en pacientes con carcinoma de mama, mediante la 

realización de biopsias líquidas durante el tratamiento con NAC. La investigación se 

llevó a cabo en el Hospital Universitario Vall d’Hebron, abarcando el período de 2018 a 

2019. 

Se reclutaron prospectivamente pacientes diagnosticadas con carcinoma de mama 

infiltrante HER2+ o triple negativo en estadio I-III. Las pacientes fueron seleccionadas 

tras la confirmación histológica de su diagnóstico y la determinación de su elegibilidad 

para recibir NAC. La confirmación del diagnóstico se realizó mediante biopsia y las 

muestras fueron evaluadas por patólogos expertos en el área de patología mamaria. 

Posteriormente, la cohorte piloto se estratificó para incluir únicamente a aquellas 

pacientes que presentaban mutaciones específicas de PIK3CA y/o TP53, detectadas a 

través de una NGS en las muestras de tumor primario. Esta técnica avanzada permitió 

la identificación precisa de las mutaciones en el ADN tumoral, proporcionando un 

perfil genético detallado para cada paciente. 

Las mutaciones identificadas en PIK3CA y/o TP53 se utilizaron para desarrollar ensayos 

de biopsia líquida de ctDNA personalizados, utilizando la tecnología SafeSEQ. Estos 

ensayos "a medida" permitieron rastrear de manera específica y sensible la presencia 

o ausencia de estas mutaciones en muestras de plasma de cada paciente a lo largo del 

tratamiento (ver figura 3). 
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Figura 3. Esquema de trabajo. Figura original. 

El seguimiento longitudinal del ctDNA se realizó en múltiples puntos temporales: al 

inicio del estudio antes de la NAC, a la mitad del tratamiento, después del tratamiento, 

inmediatamente antes de la cirugía y en tres momentos postquirúrgicos (10 semanas, 

6 meses y 12 meses). Además, las pacientes se sometieron a evaluaciones radiológicas, 

incluyendo mamografía, ultrasonido y resonancia magnética nuclear (RMN), como 

parte de la práctica clínica de rutina. Estas evaluaciones permitieron monitorizar la 

respuesta tumoral y corroborar los hallazgos de las biopsias líquidas. 

Los regímenes de NAC se administraron siguiendo el protocolo establecido por el 

hospital, basado en antraciclinas y taxanos. En el caso de pacientes con carcinoma de 

mama triple negativo, los regímenes de NAC también incluyeron agentes de platino. 

Para las pacientes con HER2+, se incorporaron terapias específicas con anticuerpos 

dirigidos contra la vía de señalización HER2, lo cual es fundamental para su 

tratamiento. 

Todas las pacientes se sometieron a una intervención quirúrgica de escisión después 

de completar la NAC. La pCR se evaluó en las muestras quirúrgicas, siendo un indicador 

clave de la eficacia del tratamiento y la ausencia de enfermedad residual. 
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4.1.1.1. Consideraciones éticas 

El estudio recibió la aprobación del comité de ética médica del Hospital Universitario 

Vall d'Hebron (PR(AG)204/2016) el 30 de septiembre de 2016. Se obtuvo el 

consentimiento informado oral y por escrito de todas las pacientes, garantizando su 

comprensión y aceptación voluntaria para la participación en el estudio y la toma de 

muestras con fines de investigación. 

4.1.2. Análisis de la secuenciación dirigida del tejido y del ADN plasmático 

4.1.2.1. Examen de muestras del tejido tumoral 

Inicialmente, se examinaron muestras de tejido tumoral de todas las pacientes para 

detectar mutaciones en los genes PIK3CA y TP53 utilizando la tecnología SureSeq 

basada en NGS proporcionada por Oxford Gene Technology. El ADN de las muestras 

tumorales se aisló utilizando los kits de tejido de ADN Qiasymphony (Qiagen, Hilden, 

Alemania), siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante. Este proceso 

permitió una extracción eficiente y precisa del ADN, asegurando la calidad y cantidad 

adecuadas para el análisis posterior. 

4.1.2.2. Procedimientos de Biopsia Líquida 

Para los ensayos de biopsia líquida, se recogió sangre de las pacientes en tubos Streck® 

Cell-Free DNA BCT, que están diseñados específicamente para estabilizar el cfDNA en 

la sangre. La sangre se procesó para obtener plasma mediante un protocolo de doble 

centrifugación. Este proceso permitió obtener entre 8 a 9 ml de plasma por muestra, 

las cuales se almacenaron a -80 °C hasta el momento de la extracción de ADN. 

El ADN circulante se extrajo del plasma utilizando el kit de ácido nucleico circulante 

QIAamp (Qiagen) con una lisis prolongada de 60 minutos para maximizar el 

rendimiento del ADN. Posteriormente, el ADN se analizó utilizando la tecnología 

Plasma SafeSEQ (Sysmex Inostics, Inc., Hamburgo, Alemania), la cual permite una 

detección altamente sensible de mutaciones específicas en el ADN circulante. 
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4.1.2.3. Diseño de Ensayos Personalizados 

Los ensayos de biopsia líquida SafeSEQ personalizados se diseñaron a medida para 

cada paciente, basándose en las mutaciones tumorales identificadas previamente 

mediante el ensayo SureSeq NGS. Para examinar cada mutación en PIK3CA y TP53 

detectada en la muestra de tumor del paciente, se desarrollaron reacciones multiplex 

específicas en los laboratorios de investigación de Sysmex Inostics, Alemania85. En 

algunos casos, se analizaron otras mutaciones específicas detectadas en las muestras 

tumorales junto con PIK3CA o TP53. 

4.1.2.4. Cuantificación y Control de Calidad del ADN 

Antes de la detección del ctDNA en las muestras de plasma, el ADN aislado del plasma 

se cuantificó utilizando reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) LINE-

1, siguiendo protocolos establecidos previamente86. Se diseñó un ensayo multiplex 

personalizado para cada paciente y se controló la calidad en fragmentos de ADN 

genómico con un tamaño medio de aproximadamente 160 pares de bases, utilizando 

el instrumento Covaris M220 (Covaris LLC, Woburn, MA, EE. UU.). 

El ruido de fondo se determinó para cada multiplex utilizando 2 × 10,000 equivalentes 

genómicos de ADN genómico de referencia (NIST, RM8398). Cada multiplex contenía 

cebadores unidos a identificadores únicos (UID), que servían como códigos de barras 

moleculares para la corrección de errores según el principio Safe-SeqS85. 

4.1.2.5. Procedimiento de PCR y Purificación 

La PCR con UID se realizó con 13 ciclos, seguidos de una purificación basada en perlas 

utilizando perlas AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.). Los amplicones 

específicos del paciente se diluyeron antes de una segunda PCR en la que se 

adjuntaron secuencias de índice específicas de la muestra, generando familias de UID 

(ver figura 4). Los productos de PCR de índice se purificaron en un formato agrupado 

utilizando QIAquick (Qiagen) y una ronda adicional de purificación con perlas AMPure 

XP. Las muestras de ADN purificado se cuantificaron utilizando un Bioanalyzer (Agilent, 
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Santa Clara, CA, EE. UU.) y se secuenciaron en el instrumento NextSeq 550 (Illumina, 

San Diego, CA, EE. UU.). 

 

Figura 4. Metodología Plasma-Safe-Sequencing. La generación de familias de identificadores 

únicos (UID) seguida de NGS estándar permite discriminar entre mutantes reales y errores 

aleatorios. Los códigos de barras UID se agregan durante una primera amplificación por PCR. 

Las familias UID se generan en una segunda PCR (Begona Jimenez Rodriguez et al)87.  

4.1.3. Análisis estadístico 

La medida de resultado primaria en este estudio fue la pCR, definida como la ausencia 

de enfermedad residual invasiva tanto en la mama como en los ganglios linfáticos 

axilares, después de la NAC. La evaluación de la pCR se llevó a cabo mediante el 

análisis histopatológico de las muestras quirúrgicas obtenidas tras la cirugía. 

Los resultados de las mutaciones en el ctDNA se categorizaron como indetectables o 

detectables en las muestras de plasma de cada paciente. Se recogieron muestras de 

plasma al inicio del estudio, antes de la cirugía y después de la NAC. Estas muestras se 

compararon para evaluar los cambios en el perfil mutacional del ctDNA a lo largo del 

tratamiento. El análisis se centró en determinar la presencia o ausencia de las 

mutaciones específicas previamente identificadas en los genes PIK3CA y TP53. 
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La precisión de las pruebas de ctDNA se evaluó mediante el cálculo del valor predictivo 

positivo y el valor predictivo negativo para la combinación de resultados positivos de 

ctDNA y respuesta clínica completa (cCR, del inglés). Para este propósito, se utilizó la 

calculadora de evaluación de pruebas de diagnóstico de MedCalc Statistical Software 

Versión 20.027 (MedCalc Software bv, Ostend, Bélgica). 

 Valor Predictivo Positivo (VPP): Se definió como la probabilidad de que una 

paciente con un resultado positivo en la prueba de ctDNA realmente tuviera 

una pCR. 

 Valor Predictivo Negativo (VPN): Se definió como la probabilidad de que una 

paciente con un resultado negativo en la prueba de ctDNA realmente no tuviera 

una pCR. 

Estos cálculos permitieron evaluar la eficacia del uso de ctDNA como biomarcador no 

invasivo para predecir la respuesta al tratamiento en pacientes con carcinoma de 

mama. 

4.1.3.1. Análisis de Datos de Secuenciación 

Los datos de secuenciación se analizaron utilizando paquetes de software propietarios 

desarrollados por Sysmex Inostics. El análisis de mutaciones y las llamadas de 

mutaciones individuales se realizaron con un criterio de mutación positiva (mutación 

detectada, MD) o mutación negativa (no se detectó mutación, NMD, del inglés) para 

cada punto de tiempo de la muestra del paciente. Las llamadas de mutación positiva se 

informaron en términos de moléculas mutantes por mililitro de plasma (MM/ml). Los 

umbrales de llamada positiva se establecieron individualmente como valores de 

moléculas mutantes a tres veces el valor de fondo para cada posición de mutación, con 

un mínimo de tres moléculas mutantes detectadas en la muestra de un paciente. 

Valores por debajo de estos umbrales no cumplieron con los criterios de mutación 

detectada y se designaron como NMD. 
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4.2. SEGUNDO ESTUDIO: VALOR PRONÓSTICO DE ONCOTYPE DX BREAST 

RECURRENCE SCORE® DESPUÉS DE LA NAC 

4.2.1. Diseño del estudio y población 

Este estudio piloto observacional, retrospectivo, de casos y controles se llevó a cabo en 

dos centros hospitalarios españoles: el Hospital Universitario Vall d'Hebron en 

Barcelona y el Hospital Universitario Virgen del Rocío en Sevilla. Este diseño permitió 

comparar retrospectivamente los resultados de pacientes con distintos desenlaces 

clínicos, proporcionando una visión comprensiva de la relación entre ciertos 

biomarcadores y la supervivencia a largo plazo en pacientes con carcinoma de mama 

luminal-HER2 negativo que habían recibido NAC. 

Las pacientes incluidas en el estudio debían cumplir los siguientes criterios: 

1. Edad: Mayores de 18 años. 

2. Diagnóstico: Carcinoma de mama luminal-HER2 negativo. 

3. Tratamiento Previo: Haber recibido NAC y no haber alcanzado una respuesta 

patológica completa (pCR). 

4. Seguimiento Clínico: 

o Grupo de Casos: Pacientes que desarrollaron metástasis a distancia 

(DM, del inglés) durante el seguimiento. 

o Grupo de Control: Pacientes que no desarrollaron metástasis a distancia 

y tuvieron un seguimiento de al menos 5 años post-tratamiento. 

5. Tratamientos Adyuvantes: Las pacientes solo podían haber recibido 

hormonoterapia y/o radioterapia como tratamientos adyuvantes, según 

indicación clínica. 

El objetivo principal del estudio fue evaluar la relación entre la supervivencia a largo 

plazo y los resultados del RS obtenido mediante la prueba Oncotype DX Breast 

Recurrence Score®, realizada sobre la enfermedad residual después de la NAC. La 

prueba Oncotype DX Breast Recurrence Score® es una herramienta genómica que 

cuantifica el riesgo de recurrencia y ayuda a personalizar el tratamiento adyuvante en 

pacientes con carcinoma de mama. 
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Los registros médicos de las pacientes fueron revisados por patólogos en los centros 

participantes para identificar a las pacientes que cumplían con los criterios del estudio. 

El período de reclutamiento de pacientes abarcó desde 2004 hasta 2015, y la 

recopilación de datos se realizó entre 2019 y 2022. 

Datos Recopilados: 

 Características Demográficas 

 Características Clínicas 

 Características Patológicas: Tipo de tumor, grado histológico, tamaño, 

focalidad, invasión linfovascular, estadificación pTNM (patológica) e ypTNM 

(post-neoadyuvante), estado de los receptores hormonales, HER2 e índice de 

proliferación Ki67 (antes y despúes del tratamiento). 

 Características Moleculares: RS obtenido mediante la prueba Oncotype DX 

Breast Recurrence Score® antes y después de la NAC. 

 Puntuación y Clase de RCB: 

o RCB-I: valores de RCB entre 0 y 1,36. 

o RCB-II: valores de RCB entre 1,37 y 3,28. 

o RCB-III: valores de RCB mayores de 3,28. 

4.2.1.1. Consideraciones éticas 

El estudio recibió la aprobación del comité de ética médica del Hospital Universitario 

Vall d'Hebron (PR(AG)161/2018) el 25 de mayo del 2018. Las pacientes dieron su 

consentimiento firmando la Hoja de Información al Paciente y el formulario de 

Consentimiento Informado. Se respetó la confidencialidad de los datos de cada 

paciente siguiendo la legislación vigente aplicable en materia de protección de datos 

personales. 

4.2.2. Prueba genómica para el análisis de riesgo biológico 

Se revisaron cuidadosamente las preparaciones histológicas y los bloques de parafina 

de las pacientes incluidas en el estudio. Este proceso se llevó a cabo para asegurar la 

calidad y representatividad de las muestras de tejido que serían sometidas a análisis. 
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Las muestras más representativas del tumor primario (biopsia, pre-NAC) y de la 

enfermedad residual (pieza quirúrgica, post-NAC) fueron seleccionadas para su 

análisis. 

Posteriormente, se enviaron al laboratorio de referencia de Genomic Health en 

Redwood City, California, USA. Este laboratorio fue responsable de realizar el análisis 

genómico y estadístico de las muestras, garantizando la precisión y consistencia en la 

evaluación de los datos. 

La prueba Oncotype DX Breast Recurrence Score®se realizó tanto antes como después 

de la NAC. Este enfoque permitió evaluar el cambio en el perfil genómico del tumor 

debido al tratamiento. El resultado de RS alto se definió como mayor a 25, indicando 

que el cáncer tiene un alto riesgo de recurrencia, según el estudio TAILORx53. Por otro 

lado, los resultados de RS de 25 o menos se agruparon en dos grupos: uno de riesgo 

bajo (0-10) y otro de riesgo intermedio (11-25)88.  

4.2.3. Análisis estadístico 

Este estudio se diseñó como un estudio de casos y controles con emparejamiento 

individual en una proporción de 1:5. Se incluyeron pacientes diagnosticadas con cáncer 

de mama luminal-HER2 negativo, las cuales se dividieron en dos grupos: pacientes con 

DM y pacientes sin DM. 

Para determinar el tamaño muestral adecuado, se consideró un error alfa del 5 % 

(bilateral) y una potencia del 80 %. Basándose en estos parámetros, el número 

estimado de pacientes necesario fue de 280, distribuidos de la siguiente manera: 50 

pacientes con DM (casos) y 230 pacientes sin DM (controles). Según la prueba 

Oncotype DX Breast Recurrence Score®, se clasificaron como pacientes de alto riesgo 

(expuestas) o de bajo riesgo (no expuestas). 

Se utilizó la prueba de McNemar para realizar análisis estadísticos en datos pareados. 

Este análisis permitió evaluar la significancia estadística de las diferencias observadas 

en las parejas de casos y controles. El análisis de datos pareados de Mantel-Haenszel 
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se aplicó para calcular los odds ratios (OR) pareados. Los hallazgos se consideraron 

positivos si los OR eran superiores a 1 y el valor p era ≤0,05. 

El análisis de sensibilidad se realizó utilizando regresión logística condicionada y 

métodos no condicionados. Este análisis ayudó a verificar la robustez de los resultados 

y a explorar posibles variaciones en los modelos estadísticos aplicados. 

Se emplearon modelos de riesgos proporcionales de Cox, tanto univariados como 

multivariados, para analizar la asociación entre los RS y los desenlaces clínicos de 

interés, específicamente la metástasis a distancia y la SG. 

La prueba de razón de verosimilitud se utilizó para evaluar la significancia estadística 

de los modelos de Cox, proporcionando una medida de la calidad del ajuste de los 

modelos y la fuerza de las asociaciones encontradas. 
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5.1. PRIMER ESTUDIO: ANÁLISIS DEL ctDNA DURANTE Y DESPUES DE LA NAC 

5.1.1. Características de las pacientes y del tumor 

En este estudio, se incluyeron prospectivamente un total de 29 pacientes con cáncer 

de mama HER2+ o triple negativo programadas para recibir NAC. Las muestras 

tumorales de estas pacientes fueron sometidas a un examen histológico detallado. 

Nueve pacientes fueron excluidas del análisis posterior debido a la ausencia de 

mutaciones en los genes TP53 o PIK3CA en el tejido tumoral, según lo evaluado 

mediante NGS. 

La cohorte final del estudio incluyó a 20 pacientes, todas las cuales presentaban al 

menos una mutación en TP53, y cinco de estas pacientes también tenían una mutación 

en PIK3CA. Se diseñaron ensayos SafeSEQ específicos para cada paciente, dirigidos a 

todas las mutaciones TP53 y PIK3CA detectadas en el tejido tumoral, con el objetivo de 

monitorizar estas mutaciones en el plasma durante la NAC. Hubo tres pacientes 

(identificadas como 32, 33 y 34) que tenían una única mutación en TP53 detectada en 

sus tumores, que además presentaban mutaciones adicionales en los siguientes genes: 

NTRK1, NTRK3, HER2/ERBB2, GRM3, AKT3, FGF10 y FANCF. Para estas pacientes, se 

desarrollaron ensayos SafeSEQ específicos para detectar la presencia de estas 

mutaciones adicionales en el plasma. 

Las características clínicas y patológicas de las pacientes, las mutaciones identificadas 

en el tumor y las mutaciones detectadas en las muestras de plasma de referencia antes 

del inicio del tratamiento con NAC se resumen en la Tabla 3.  

La cohorte piloto estaba compuesta por 12 pacientes con cáncer de mama triple 

negativo y 8 pacientes con cáncer de mama HER2+. La mediana de edad de las 

pacientes fue de 57 años, con un rango de 38 a 88 años. 
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ID Paciente Subtipo tumoral Mutación tisular Mutación plasmática  

1 
Triple negativo TP53 p.R273P 

TP53 p.R273P (351,8 MM; 
58,6 MM/mL) 

4 

Triple negativo 

TP53 p.R110Pfs*39, 
TP53 p.R290Pfs*55, 
TP53 p.R175H and 
PIK3CA p.R310H 

TP53 p.R110Pfs*39 (70,9 
MM; 12,9 MM/mL), TP53 

p.R290Pfs*55 (NMD), TP53 
p.R175H (11,2 MM; 2,0 

MM/mL) 

5 
HER2+ TP53 p.R290Pfs*55 

TP53 p.R290Pfs*55 (259,5 
MM; 89,9 MM/mL) 

6 
Triple negativo TP53 p.Q144* 

TP53 p.Q144* (90,9 MM; 
15,1 MM/mL) 

7 
Triple negativo TP53 p.R110P 

TP53 p.R110P (1850,1 MM; 
308,4 MM/mL) 

 

9 
Triple negativo TP53 p.R273L 

TP53 p.R273L (112,7 MM; 
18,8 MM/mL) 

10 
HER2+ 

TP53 p.V173L and 
PIK3CA p.H1047R 

TP53 p.V173L (NMD) and 
PIK3CA p.H1047R (4,6 MM; 

0,8 MM/mL) 

11 
Triple negativo TP53 p.R175H 

TP53 p.R175H (15,3 MM; 7,7 
MM/mL) 

12 
HER2+ 

TP53 p.M237I and 
PIK3CA p.E542K 

TP53 p.M237I (13,7 MM; 6,9 
MM/mL) and PIK3CA p.E542K 

(39,2 MM; 19,6 MM/mL) 

14 
Triple negativo TP53 p.C176F 

TP53 p.C176F (67,2 MM; 11,2 
MM/mL) 

17 
Triple negativo TP53 p.N131Tfs*39 

TP53 p.N131Tfs*39 (1168,5 
MM; 194,8 MM/mL) 

19 
Triple negativo TP53 p.Y163* 

TP53 p.Y163* (58,5 MM; 9,7 
MM/mL) 

26 

HER2+ 
TP53 p.D281V and 
PIK3CA p.H1047R 

TP53 p.D281V (39,4 MM; 8,8 
MM/mL) and PIK3CA 

p.H1047R (47,7 MM; 10,6 
MM/mL) 

28 
Triple negativo TP53 p.R273H 

TP53 p.R273H (31,7 MM; 8,1 
MM/mL) 

29 
HER2+ TP53 p.K139_V143del 

TP53 p.K139_V143del (1,0 
MM; 0,2 MM/mL) 

30 

HER2+ 
TP53 p.R213*, TP53 
p.N131Tfs*39 and 
PIK3CA p.H1047R 

TP53 p.R213* (9,9 MM; 1,7 
MM/mL), TP53 p.N131Tfs*39 
(NMD) and PIK3CA p.H1047R 

(13,3 MM; 2,2 MM/mL) 

31 
Triple negativo TP53 p.S127F 

TP53 p.S127F (2157,4 MM; 
365,7 MM/mL) 

32 

HER2+ 

NTRK1 p.Ser433Cys, 
AKT3 p.Leu262Val, 

NTRK3 p.Glu474Lys, 
TP53 p.Glu285Lys, 

ERBB2 p.Ile989Met, 
GRM3 p.Asp97His and 

GRM3 p.Arg101Thr 

NTRK1 p.Ser433Cys (NMD), 
AKT3 L262V (1,3 MM; 0,2 

MM/mL), NTRK3 E474K (1,5 
MM; 0,3 MM/mL), TP53 

E285K (2,7 MM; 0,5 MM/mL), 
GRM3 D97H (2,3 MM; 0,4 

MM/mL) and GRM3 D101T 
(2,3 MM; 0,4 MM/mL) 

33 
Triple negativo 

TP53 A74fs and FGF10 
F146fs  

TP53 A74fs (12,2 MM; 3,4 
MM/mL) and FGF10 F146fs 

(8,1 MM; 2,3 MM/mL) 

34 
HER2+* 

FANCF p.Leu241Arg  
TP53 c.375+1dupG  

NMD 

*La paciente 34 tenía positividad de receptores de estrógenos en el 90% de las células tumorales. 

Tabla 3. Características basales clínicas y del tumor y estatus del ctDNA. 
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En términos de la detección de mutaciones en el plasma, 19 de las 20 pacientes (lo que 

corresponde a un porcentaje de concordancia general del 95 %) mostraron al menos 

una mutación específica del tumor detectada en su plasma (ctDNA positivo) al inicio 

del estudio. Esto resalta la eficacia de los ensayos SafeSEQ para la monitorización de 

mutaciones en el plasma durante el tratamiento con NAC. 

5.1.2. Respuesta a la NAC 

En el análisis de los resultados obtenidos, se observó que un total de 15 pacientes 

(75,0 %) lograron una pCR tras la NAC, según la evaluación histopatológica de las 

muestras quirúrgicas. En detalle, la pCR se logró en 10 de las 12 pacientes (83,3 %) con 

tumores triple negativo y en 5 de las 8 pacientes (62,5 %) con tumores HER2+ (ver 

Tabla 4). La evaluación clínica y por imágenes reveló que 15 pacientes (75,0 %) 

alcanzaron una cCR. La concordancia entre pCR y cCR fue alta, con 18 de 20 pacientes 

(90.0%) mostrando ambas respuestas. 

En cuanto a la detección de ctDNA en plasma, se encontró que, a mitad del 

tratamiento, 15 de las 20 muestras de plasma (75,0 %) no tenían ctDNA detectable. De 

estas 15 muestras, 12 correspondían a pacientes con cCR, mientras que 3 

correspondían a pacientes sin cCR. Justo antes de la cirugía, 17 pacientes (85,0 %) no 

tenían ctDNA detectable en el plasma; de estas, 15 eran pacientes con cCR y 2 eran 

pacientes sin cCR. El análisis de los niveles de ctDNA mostró que las pacientes que 

respondieron bien a la NAC presentaron descensos significativos en los niveles de 

ctDNA a mitad del tratamiento. Ejemplos representativos de estos descensos se 

muestran en la gráfica 1, donde se ilustran los cambios en los niveles de ctDNA en 

pacientes con una buena respuesta a la NAC. 

Estos resultados indican una fuerte correlación entre la reducción del ctDNA en el 

plasma y la respuesta clínica y patológica a la NAC, sugiriendo que la monitorización 

del ctDNA podría ser una herramienta útil para evaluar la eficacia del tratamiento en 

tiempo real. 
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ID Paciente  cCR Plasma a mitad de la NAC Plasma antes de la cirugía pCR 

1 Sí NMD NMD Sí 

4 Sí NMD NMD Sí 

5 Sí 
TP53 p.R290Pfs*55 (201,9 MM; 

33,6 MM/mL) 
NMD Sí 

6 Sí NMD NMD Sí 

7 No NMD TP53 p.R110P (1 MM; 0.2 MM/mL) Sí 

9 Sí NMD NMD Sí 

10 No NMD NMD No 

11 Sí 
TP53 p.R175H (43,7 MM; 7,3 

MM/mL) 
NMD Sí 

12 Sí NMD NMD Sí 

14 Sí NMD NMD Sí 

17 Sí NMD NMD Sí 

19 No NMD NMD No 

26 No 
TP53 p.D281V (17,7 MM; 3,0 

MM/mL) and PIK3CA p.H1047R (19,3 
MM; 3,2 MM/mL) 

TP53 p.D281V (1,2 MM; 0,2 
MM/mL) and PIK3CA p.H1047R (0,6 

MM; 0,1 MM/mL) 
No 

28 Sí NMD NMD Sí 

29 Sí 
TP53 p.K139_V143del (0,6 MM; 0,1 

MM/mL)  
NMD Sí 

30 Sí NMD NMD Sí 

31 No TP53 p.S127F (2,0 MM; 0,3 MM/mL) TP53 p.S127F (5,5 MM; 1,0 MM/mL) No 

32 Sí NMD NMD No 

33 Sí NMD NMD Sí 

34 Sí NMD NMD Sí 

Tabla 4. Respuesta a la NAC y resultados del análisis de ctDNA realizado a mitad del 

tratamiento y después del mismo. 

 

 

Gráfica 1A 
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Gráfica 1B 

Gráfica 1. Gráficas representativas del seguimiento longitudinal del ctDNA. Dos pacientes 

(pacientes 5 [1A] y 17 [1B]) mostraron una eliminación completa de las mutaciones TP53 en el 

plasma antes de la cirugía, lo cual se asoció con una cCR a la NAC. 

 

5.1.3. Precisión del estado prequirúrgico del ctDNA + cCR para la determinación de pCR 

La Tabla 5 resume la eficacia de la combinación de la eliminación de ctDNA y la 

obtención de una cCR en la predicción de una pCR después de la NAC. El análisis reveló 

que esta combinación identificó correctamente la pCR en 14 de 15 pacientes (93,3%), 

demostrando una alta sensibilidad. 

Sin embargo, hubo un caso de falso positivo (paciente 7), donde la combinación de 

eliminación de ctDNA y cCR predijo pCR, pero la evaluación histopatológica no lo 

confirmó. También se registró un caso falso negativo (paciente 32), en el que la 

combinación no predijo pCR a pesar de que esta se alcanzó. Adicionalmente, se 

identificaron tres casos verdaderos negativos (pacientes 10, 26 y 31), en los que la 

ausencia de pCR se predijo correctamente. 
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Medida  

Precisión 89.5% 
Tasa de falsos positivos 3.8% 

VPP 93.3% 
VPN 75.0% 

Tabla 5. Eficacia de la combinación de la eliminación de ctDNA y el alcance de una cCR en la 

predicción de pCR después de la NAC. 

Esto se traduce en una precisión del 89,5 %; una tasa de falsos positivos del 3,8 %, y un 

VPN del 75,0 %.  Estos datos sugieren que la eliminación del ctDNA en combinación 

con una cCR, es una herramienta prometedora para predecir la pCR en pacientes 

sometidas a NAC, aunque se requiere validación en cohortes más amplias. 

5.1.4. Estado del ctDNA posquirúrgico y recurrencia 

Para evaluar la presencia de ctDNA durante el periodo de vigilancia después de la 

cirugía, en las 15 pacientes que lograron una cCR, se realizaron extracciones de sangre 

en tres momentos distintos, después de la cirugía: a las 4 semanas, a los 6 meses y a 

los 12 meses. Se utilizaron los mismos ensayos SafeSEQ específicos para cada paciente, 

basados en las mutaciones identificadas en el tejido tumoral, que se emplearon 

durante la NAC. En las 40 muestras de sangre recolectadas de estas 15 pacientes 

durante el seguimiento de 12 meses, ninguna mostró ctDNA detectable en ningún 

momento (ver tabla 6). Además, tras 24 meses de seguimiento, en 13 de las 15 

pacientes (dos no estaban disponibles para la extracción de sangre) que lograron la 

cCR, no se detectó ctDNA, y ninguna de estas pacientes presentó recurrencia de la 

enfermedad. 

De las 20 pacientes originales, solo dos experimentaron enfermedad recurrente 

después de un seguimiento clínico más prolongado. La paciente 7, que no logró la cCR 

y tuvo un resultado positivo de ctDNA después de la NAC, presentó recurrencia a los 

22 meses. La paciente 10, que no logró ni la cCR ni la pCR y en la que no se detectaron 

mutaciones después de la NAC, presentó recurrencia a los 27 meses. 

Desafortunadamente, estas dos pacientes no estuvieron disponibles para la 

recolección de sangre durante el seguimiento postquirúrgico de 12 meses. Sin 

embargo, se obtuvieron muestras de sangre de ambas después de la recurrencia, y el 
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análisis del ctDNA reveló las mismas mutaciones que se habían detectado durante la 

NAC. Ambas pacientes mostraron un aumento significativo en los niveles de ctDNA. La 

paciente 7 presentó la mutación TP53 p.R110P a 397,7 MM/ml, mientras que la 

paciente 10 mostró las mutaciones TP53 p.V173L (8,4 MM y 1,5 MM/ml) y PIK3CA 

p.H1047R (6,9 MM y 1,2 MM/ml). 

ID Paciente 10 semanas después de la 
cirugía 

6 meses después de la 
cirugía 

12 meses después de la cirugía 

1 NMD NMD NMD 

4 NMD NMD NMD 

5 NMD NMD NMD 

6 NMD NMD NMD 

9 NMD NMD NMD 

11 NMD NMD  NMD 

12 NMD NMD NMD 

14 NMD ND NMD 

17 NMD ND ND 

28 NMD NMD NMD 

29 NMD NMD NMD 

30 NMD NMD NMD 

32 NMD NMD NMD 

33 NMD NMD ND 

34 NMD NMD ND 

ND: No disponible 

- Todas las pacientes, excepto una (la paciente 32), también lograron pCR. 

Tabla 6. Resultados del seguimiento mediante biopsia líquida de las 15 pacientes con cáncer de 

mama que lograron cCR después de la NAC. 

Es lamentable que estas pacientes no estuvieran disponibles para la monitorización del 

ctDNA durante el periodo inmediatamente posterior a la cirugía, ya que la detección 

temprana de estas mutaciones podría haber proporcionado una señal temprana de 

enfermedad recurrente. Estos hallazgos subrayan la importancia de la monitorización 

continua del ctDNA como una herramienta potencial para la detección precoz de 

recurrencia en estas pacientes. 

 

 

 



RESULTADOS 

70 
 

5.2. SEGUNDO ESTUDIO: VALOR PRONÓSTICO DE ONCOTYPE DX BREAST 

RECURRENCE SCORE® DESPUÉS DE LA NAC 

5.2.1. Características de las pacientes y del tumor 

Se recogieron muestras tumorales pre- y post-NAC de un total de 224 pacientes con 

cáncer de mama. La diferencia con respecto al número previsto inicialmente de 280 

pacientes se atribuyó a la limitada disponibilidad de biopsias, resultando en 173 

muestras pre-NAC y 224 muestras post-NAC, disponibles para el análisis. 

Las características basales de las pacientes y de los tumores, tanto en el momento del 

diagnóstico como después de recibir la NAC, se presentan en la Tabla 7. Estos datos 

están estratificados por la presencia o ausencia de metástasis a distancia. La cohorte 

estuvo compuesta mayoritariamente por mujeres (99.1%), con solo dos hombres 

(0.9%). La mediana de edad fue de 50,3 años, con un rango intercuartílico (IQR) de 

44,6 a 62,0 años. 

La mayoría de las muestras se clasificaron histológicamente como CITNE (82,6%). En 

términos de estadificación clínica, el 42,4 % de los tumores eran cT2 y el 39,7 % eran 

cN1.  

La clase II del RCB fue la más común en la población general (51%) y en pacientes sin 

metástasis a distancia (56,1%). En contraste, la clase III fue la más común en pacientes 

con metástasis a distancia (38,3%). Las puntuaciones del RCB post-NAC mostraron 

valores similares entre los grupos de RS alto y bajo. La mediana (IQR) de la puntuación 

RCB fue de 3,3 (2,3-4,1) en el grupo de RS alto y de 3,0 (2,0-3,4) en el grupo de RS bajo. 

5.2.2. Resultados del análisis de Oncotype DX Breast Recurrence Score®en muestras 

pre- y post-NAC 

Se obtuvieron resultados del Oncotype DX Breast Recurrence Score® de 173 muestras 

pre-NAC y 224 muestras post-NAC, desglosados en 46 pacientes con metástasis a 

distancia y 127 sin metástasis a distancia en muestras pre-NAC, y 60 pacientes con 

metástasis a distancia y 164 sin metástasis a distancia en muestras post-NAC. 
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Características 
 

Total 
(N=224) 

Pacientes con metástasis a 
distancia  
(N=60) 

Pacientes sin metástasis a 
distancia  
(N=164) 

Edad, años, mediana (IQR)  
(N) 

50.3 (44.6 - 62.0) 
 (223) 

50.2 (44.3 - 61.8) 
(60) 

50.4 (44.7 - 62.0) 
(163) 

Género, N (%) 
Femenino  222 (99.1) 60 (100.0) 162 (98.8) 
Masculino 2 (0.9)  2 (1.2) 

Estatus de menopausia, N (%) 
Desconocido  78 (34.8) 7 (11.7) 71 (43.3) 
NA  6 (2.7) 2 (3.3) 4 (2.4) 
No  64 (28.6) 24 (40.0) 40 (24.4) 
Sí  76 (33.9) 27 (45.0) 49 (29.9) 

En el momento del diagnóstico: 

Histología, N (%) 
Lobulillar  26 (11.6) 4 (6.7) 22 (13.4) 
De tipo no especial  185 (82.6) 52 (86.7) 133 (81.1) 
Otros 13 (5.8) 4 (6.7) 9 (5.5) 

cT, N (%) 
No disponible 22 (9.8) 10 (16.7) 12 (7.3) 
cT1  13 (5.8) 4 (6.7) 9 (5.5) 
cT2  95 (42.4) 15 (25.0) 80 (48.8) 
cT2 y cT1  1 (0.4)  1 (0.6) 
cT2 y cT3  1 (0.4) 1 (1.7)  
cT3  63 (28.1) 17 (28.3) 46 (28.0) 
cT4  29 (12.9) 13 (21.7) 16 (9.8) 

cN, N (%) 
No disponible 32 (14.3) 13 (21.7) 19 (11.6) 
cN0  69 (30.8) 11 (18.3) 58 (35.4) 
cN1  89 (39.7) 21 (35.0) 68 (41.5) 
cN2  23 (10.3) 9 (15.0) 14 (8.5) 
cN3  11 (4.9) 6 (10.0) 5 (3.0) 

Post-NAC 

Tamaño tumoral, mm, mediana (IQR) 
(N) 

19 (12 - 27.5) 
(216) 

25 (16 – 45) 
(55) 

18 (12 – 25) 
(161) 

Focalidad, N (%)     
Multifocal  37 (16.5) 14 (23.3) 23 (14.0) 
Unifocal  187 (83.5) 46 (76.7) 141 (86.0) 

Histología, N (%)     
Lobulillar  26 (11.6) 3 (5.0) 23 (14.0) 
De tipo no especial 185 (82.6) 54 (90.0) 131 (79.9) 
Otros  13 (5.8) 3 (5.0) 10 (6.1) 

Ganglios resecados, N (%)     
No  3 (1.3) 1 (1.7) 2 (1.2) 
Sí  220 (98.2) 58 (96.7) 162 (98.8) 
Desconocido 1 (0.4) 1 (1.7) - 

pT, N (%)    
No disponible  2 (0.9) 1 (1.7) 1 (0.6) 
ypT1  129 (57.6) 24 (40.0) 105 (64.0) 
ypT2  74 (33.0) 26 (43.3%) 48 (29.3) 
ypT2 e ypT1  1 (0.4) 1 (1.7) - 
ypT3  16 (7.1) 6 (10.0) 10 (6.1) 
ypT4  2 (0.9) 2 (3.3) - 

pN, N (%)    
No disponible 2 (0.9) 1 (1.7) 1 (0.6) 
ypN0  63 (28.1) 8 (13.3) 55 (33.5) 
ypN1  78 (34.8) 17 (28.3) 61 (37.2) 
ypN1mi  15 (6.7) 3 (5.0) 12 (7.3) 
ypN2  44 (19.6) 16 (26.7) 28 (17.1) 
ypN2 e ypN1  1 (0.4) 1 (1.7) - 
ypN3  21 (9.4) 14 (23.3) 7 (4.3) 

Invasión linfovascular, N (%)     
No disponible 5 (2.2) 1 (1.7) 4 (2.4) 
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No  141 (62.9) 27 (45.0) 114 (69.5) 
Sí  78 (34.8) 32 (53.3) 46 (28.0) 

RCB score, mediana (IQR) 
(N) 

3.105 (2.128 - 3.531) 
(184) 

3.469 (2.823 - 3.824) 
(45) 

2.91 (2.006 - 3.379) 
(139) 

RCB Clase, N (%)      

I  6 (2.7) 1 (1.7) 5 (3.0) 

II  114 (50.9) 22 (36.7) 92 (56.1) 

II y I  1 (0.4) 1 (1.7) - 

III  67 (29.9) 23 (38.3) 44 (26.8) 

No disponible 36 (16.1) 13 (21.7) 23 (14.0) 

 

Mi: micrometástasis; N: número de pacientes 

 
Tabla 7. Características basales en el momento del diagnóstico y post-NAC, en el total de 
pacientes y en pacientes con y sin metástasis a distancia. 
 

5.2.2.1. Resultados pre-NAC 

El RS medio (desviación estándar, DE) en las muestras pre-NAC fue de 26,5 (14,5). Los 

pacientes con metástasis a distancia presentaron un RS medio (DE) significativamente 

más alto (31 [15,5]) en comparación con aquellos no metastásicos (24,9 [13,8]). Se 

observó un RS alto pre-NAC (>25) en el 33,5 % de los pacientes (75/224), siendo esta 

proporción mayor en pacientes con metástasis (48,3 %) que en pacientes que no la 

presentaban (28,0 %). 

5.2.2.2. Resultados post-NAC 

Después del tratamiento con NAC, se observó una reducción tanto en el RS medio 

como en la proporción de pacientes con RS alto (>25). La puntuación media (DE) post-

NAC fue de 21,1 (12,1) para toda la población. Los pacientes con metástasis a distancia 

continuaron mostrando una puntuación media (DE) más alta (23,9 [13,7]) que los 

pacientes que no la desarrollaron (20,1 [11,3]). La puntuación RS alta (>25) post-NAC 

se observó en 53 pacientes (23,7 %), con una mayor prevalencia en pacientes con 

metástasis a distancia (35,0 %) en comparación con los no metastásicos (19,5 %). 

Además, hubo un incremento en la proporción de pacientes con RS bajo post-NAC 

(≤25) en comparación con el resultado pre-NAC, tanto en la población general (76,3 % 
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vs 43,8 %), como en pacientes metástásicos (65,0 % vs 28,3 %) y sin metástasis (80,5 % 

vs 49,4 %). 

5.2.2.3. Análisis de muestras emparejadas pre- y post-NAC 

En el análisis de las 173 muestras emparejadas pre y post-NAC, se observó una 

reducción estadísticamente significativa (p < 0.0001) en el RS medio (DE) tras la NAC 

(21.9 [11.9]) en comparación con el pre-NAC (26.5 [14.5]) (ver tabla 8). Esta reducción 

fue de -4.6 (11.9) puntos. Aunque los pacientes con metástasis a distancia seguían 

mostrando un RS medio (DE) más alto post-NAC (25.5 [13.3]) que los pacientes sin DM 

(20.7 [11.2]), la diferencia entre ambos grupos se redujo en comparación con las 

muestras pre-NAC. La reducción en el RS post-NAC fue estadísticamente significativa 

tanto en pacientes metastásicos (-5.5 [14.4] puntos) como en pacientes no 

metastásicos (-4.2 [10.9] puntos). 

 

Variable / 
Estadística 

Pre-NAC Post-NAC Diferencia Valor-pa 

Total (N =173) <0,0001   

Media (DE)  26,5 (14,5)  21,9 (11,9)  -4,6 (11,9)  

Pacientes con metástasis a distancia (N = 46) 0,0130  

N 46 46 46 

Media (DE)  31,0 (15,5) 25,5 (13,3) -5,5 (14,4) 

Mediana  30 24 -5 

Min - Max  3 - 62 5 - 59 -34 - 39 

IQR  21 - 42 16 - 33 -14 - 4 

Pacientes sin metástasis a distancia (N = 127) <0,0001 

N  127 127 127 

Media (DE)  24,9 (13,8) 20,7 (11,2) -4,2 (10,9) 

Mediana  21 19 -3 

Min - Max  0 - 71 0 - 76 -49 - 26 

IQR  16 - 32 14 - 25 -9 - 3 
a El valor-p se calculó utilizando la prueba t para muestras pareadas. 
 

Table 8. Test Oncotype DX Breast Recurrence Score® antes y después de la NAC basado en la 
presencia de metástasis a distancia. 
 
 

5.2.2.4. Cambios en el RS Pre y Post-NAC 

Se evaluó el cambio en RS (bajo ≤25 vs. alto >25) pre y post-NAC en la población 

general y en subgrupos específicos. En la población general, la mayoría de los 

pacientes con un RS bajo pre-NAC (≤25) permanecieron en el mismo grupo de riesgo 
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post-NAC (88,8 %). En contraste, aproximadamente la mitad de los pacientes con un RS 

alto pre-NAC (>25) mostraron una conversión a un RS bajo post-NAC (53,3 %) (ver 

tabla 9). 

En los pacientes con un RS alto pre-NAC que desarrollaron metástasis a distancia, se 

observó un menor porcentaje de cambio de categoría (41,4 %) en comparación con la 

población general del estudio. Por el contrario, los pacientes con un RS alto pre-NAC 

que no desarrollaron metástasis a distancia mostraron un mayor porcentaje de 

conversión a RS bajo post-NAC (60,9 %). 

Cuando se analizó la población según grupos de edad (≤50 años y >50 años), la mayoría 

de los pacientes con un RS bajo pre-NAC (≤25) permanecieron en el mismo grupo de 

riesgo post-NAC en ambos grupos de edad (88,5 % y 88,9 %, respectivamente). Sin 

embargo, la conversión a RS bajo post-NAC fue más frecuente en pacientes ≤50 años 

con RS alto pre-NAC (57,6 %) que en aquellos >50 años (50,0 %), con un porcentaje de 

diferencia de 7,6 %. 

En los pacientes con un RS alto pre-NAC sin metástasis a distancia, se observó un 

mayor porcentaje de conversión a RS bajo (≤25) en pacientes ≤50 años en 

comparación con aquellos >50 años (68,4 % y 55,6 %, respectivamente). No obstante, 

en pacientes con metástasis a distancia y RS alto pre-NAC, no se observaron 

diferencias significativas en la tasa de conversión entre los grupos de edad (42,9 % en 

≤50 años y 40,0 % en >50 años) (ver tabla 9). 

El análisis del impacto de NAC en las características de los biomarcadores tumorales 

pre- y post-NAC mostró una reducción en la expresión de RE+, RP+, HER2- y el 

marcador de proliferación Ki67, tanto en la población general como en los subgrupos 

con y sin metástasis a distancia. Sin embargo, se observó un incremento en el grado 

del tumor post-NAC (ver tabla 10). 
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Variable / Estadístico o valor  

RS bajo post-NAC (≤25) RS alto post-NAC (>25) 

Total (N=224)  

Pre-NAC: RS alto (>25)  40 (53.3%) 35 (46.7%) 

Pre-NAC: RS bajo (≤25)  87 (88.8%) 11 (11.2%) 

Pre-NAC: RS no disponible   44 (86.3%) 7 (13.7%) 

Pacientes con metástasis a distancia (N=60) 

Pre-NAC: RS alto (>25) 12 (41.4%) 17 (58.6%) 

Pre-NAC: RS bajo (≤25) 15 (88.2%) 2 (11.8%) 

Pre-NAC: RS no disponible   12 (85.7%) 2 (14.3%) 

Pacientes sin metástasis a distancia (N=164) 

Pre-NAC: RS alto (>25) 28 (60.9%) 18 (39.1%) 

Pre-NAC: RS bajo (≤25) 72 (88.9%) 9 (11.1%) 

Pre-NAC: RS no disponible   32 (86.5%) 5 (13.5%) 

Edad de los pacientes: ≤50 años 

Total (N=109)  

Pre-NAC: RS alto (>25) 19 (57.6%) 14 (42.4%) 

Pre-NAC: RS bajo (≤25) 46 (88.5%) 6 (11.5%) 

Pre-NAC: RS no disponible   23 (95.8%) 1 (4.2%) 

Pacientes con metástasis a distancia (N=28) 

Pre-NAC: RS alto (>25) 6 (42.9%) 8 (57.1%) 

Pre-NAC: RS bajo (≤25) 6 (85.7%) 1 (14.3%) 

Pre-NAC: RS no disponible   7 (100.0%) 0 (0.0%) 

Pacientes sin metástasis a distancia (N=81) 

Pre-NAC: RS alto (>25) 13 (68.4%) 6 (31.6%) 

Pre-NAC: RS bajo (≤25) 40 (88.9%) 5 (11.1%) 

Pre-NAC: RS no disponible   16 (94.1%) 1 (5.9%) 

Edad de los pacientes: >50 años 

Total (N=114)  

Pre-NAC: RS alto (>25) 21 (50.0%) 21 (50.0%) 

Pre-NAC: RS bajo (≤25) 40 (88.9%) 5 (11.1%) 

Pre-NAC: RS no disponible   21 (77.8%) 6 (22.2%) 

Pacientes con metástasis a distancia (N=32) 

Pre-NAC: RS alto (>25) 6 (40.0%) 9 (60.0%) 

Pre-NAC: RS bajo (≤25) 9 (90.0%) 1 (10.0%) 

Pre-NAC: RS no disponible   5 (71.4%) 2 (28.6%) 

Pacientes sin metástasis a distancia (N=82) 

Pre-NAC: RS alto (>25) 15 (55.6%) 12 (44.4%) 

Pre-NAC: RS bajo (≤25) 31 (88.6%) 4 (11.4%) 

Pre-NAC: RS no disponible   16 (80.0%) 4 (20.0%) 

 

Tabla 9. Cambios en el test Oncotype DX® Breast Recurrence Score® pre- y post-NAC. 
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 Total (n=224) 
Pacientes con metástasis a 

distancia (n=60) 
Pacientes sin metástasis a 

distancia (n=164) 

Características Pre-NAC Post-NAC Pre-NAC Post-NAC Pre-NAC Post-NAC 

Grado, N (%)       
1  17 (7.6) 19 (8.5) 5 (8.3) 2 (3.3) 12 (7.3) 17 (10.4) 
2  100 (44.6) 161 (71.9) 19 (31.7) 41 (68.3) 81 (49.4) 120 (73.2) 
3  21 (9.4) 35 (15.6) 5 (8.3) 13 (21.7) 16 (9.8) 22 (13.4) 
Desconocido 86 (38.4) 9 (4.0) 31 (51.7) 4 (6.7) 55 (33.5) 5 (3.0) 

RE, N (%)       
Negativo  1 (0.4) 2 (0.9)  1 (1.7) 1 (0.6) 1 (0.6) 
Positivo  220 (98.2) 113 (50.4) 58 (96.7) 22 (36.7) 162 (98.8) 91 (55.5) 
Desconocido 3 (1.3) 109 (48.7) 2 (3.3) 37 (61.7) 1 (0.6) 72 (43.9) 

RP, N (%)       
No disponible 3 (1.3) 109 (48.7) 2 (3.3) 37 (61.7) 1 (0.6) 72 (43.9) 
Negativo  28 (12.5) 38 (17.0) 7 (11.7) 6 (10.0) 21 (12.8) 32 (19.5) 
Positivo  193 (86.2) 77 (34.4) 51 (85.0) 17 (28.3) 142 (86.6) 60 (36.6) 

HER2, N (%)       
No disponible  4 (1.8) 110 (49.1) 2 (3.3) 38 (63.3) 2 (1.2) 72 (43.9) 
Negativo  220 (98.2) 114 (50.9) 58 (96.7) 22 (36.7) 162 (98.8) 92 (56.1) 

Ki67, % mediana 
(IQR) 
(N) 

24 
(15 - 35) 

 (214) 

5 
(2 – 15) 

(106) 

25 
(15 - 35) 

(55) 

15 
(5-25) 
(21) 

23 
(15-40) 
(159) 

5 
(1-15) 
(85) 

RS, N (%)       
Alto (>25)  75 (33.5%) 53 (23.7%) 29 (48.3%) 21 (35.0%) 46 (28.0%) 32 (19.5%) 
Bajo (≤25) 98 (43.8%) 171 (76.3%) 17 (28.3%) 39 (65.0%) 81 (49.4%) 132 (80.5%) 
No disponible 51 (22.8%)  14 (23.3%)  37 (22.6%)  

Nota: Se incluyeron dos pacientes que tenían un estado HER2 "Negativo" según la evaluación IHQ, pero que 
resultaron ser HER2 "Positivo" en el test Oncotype DX. Se incluyeron cuatro pacientes que tenían un estado HER2 
"Desconocido” por IHQ, que resultaron ser HER2 "Negativo" en el test Oncotype DX. Se excluyó a un paciente en el 
que no se conocía el estado HER2 ni por IHQ ni por el test Oncotype DX. Al inicio se incluyeron dos pacientes que 
tenían RE negativos. 

 

Tabla 10. Características del tumor pre- y post-NAC, globales y según la presencia o no de 
metástasis a distancia. 
 
 

Para identificar las variables predictoras de metástasis a distancia y SG, se realizaron 

análisis de modelos de riesgos proporcionales de Cox univariables y multivariables. 

En el análisis univariable, las variables predictoras que se correlacionaron con la SG 

fueron el tamaño del tumor (p=0.0345), el cT al diagnóstico (p=0.0259), y el RS post-

NAC (primeros 5 años >25 vs. ≤25), mostrando una asociación significativa(p<0.0001). 

El tamaño del tumor (p=0.0094), el cT al diagnóstico (p=0.0227), el RS post-NAC 

(primeros 5 años >25 vs. ≤25) (p=0.0068) y el cN al diagnóstico se asociaron 

significativamente con la presencia de metástasis a distancia (p=0.0045) (ver tabla 11). 

Mediante el análisis multivariable, el RS post-NAC se asoció fuertemente (controlando 

por edad, tamaño del tumor y estado nodal) con el riesgo de metástasis a distancia 

[HR=2.41 (1.18, 4.76), p=0.0162] y SG durante los primeros 5 años [HR=4.96 (1.98, 

12.95), p=0.0007] (ver tabla 12). 
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Parámetro Categoría Evento Hazard Ratio IC 95% Valor-pa 

Edad al 
diagnóstico 

>50 vs ≤50  DM 1,09 (0.61, 1.95) 0,7796  

SG 1,17 (0.62, 2.18) 0,6256 

Tamaño tumoral  >2cm - ≤5cm vs ≤2cm DM 2,05 (1.09, 3.87) 0,0094 

SG 2,34 (1.22, 4.55) 0,0345 

 >5cm vs ≤2cm DM 3,56 (1.39, 8.12)  
SG 1,87 (0.44, 5.63)  

cN al diagnóstico GLN vs cN0 DM 3,76 (1.47, 9.63) 0,0045 

SG 2,79 (1.09, 7.16) 0,0927 

 cN1 vs cN0 DM 1,47 (0.66, 3.51)  
SG 1,35 (0.58, 3.28)  

 cN2 vs cN0 DM 3,50 (1.31, 9.18)  
SG 2,29 (0.70, 6.64)  

 cN3 vs cN0 DM 5,16 (1.58, 15.02)  

SG 3,87 (1.04, 12.03)  

cT al diagnóstico GLN, cT2 and cT1 vs cT4 DM 1,25 (0.48, 3.17) 0,0227 

SG 0,97 (0.37, 2.45) 0,0259 
 cT1 vs cT4 DM 0,30 (0.02, 1.58)  
 SG 0,40 (0.02, 2.12)  
 cT2 vs cT4 DM 0,33 (0.15, 0.78)  

 SG 0,30 (0.13, 0.72)  
 cT3 vs cT4  DM 0,55 (0.24, 1.27)  
 SG 0,36 (0.15, 0.88)  

RS Post-NAC  
 

Primeros 5 años (>25 vs ≤25) DM 2,67 (1.33, 5.20) 0,0068 

SG 12,86 (6.30, 25.36) <0,0001 

 Después de 5 años (>25 vs ≤25) DM 1,25 (0.19, 4.87) 0,7790 

SG 0,24 (0.01, 1.13) 0,0762 
a Usando la prueba de razón de verosimilitud. 
bLas pacientes incluidas en este análisis eran mujeres en las que no faltaban las variables de tamaño tumoral, estatus 
nodal y edad. 
GLN: Ganglios linfáticos negativos 

 

Tabla 11. Modelo de riesgos proporcionales de Cox para metástasis a distancia y SG, pacientes 
censurados a los 10 años (univariable)b. 
 

 

Los dos grupos de pacientes (RS ≤25 y RS >25) mostraron diferencias significativas en 

términos de supervivencia libre de metástasis a distancia (log rank p=0.0024) (ver 

gráfica 2A) y SG (log rank p=0.0007) (ver gráfica 2B). Los pacientes con un RS ≤25 

mostraron una reducción absoluta del 19.6% y 16.8% en su riesgo de recurrencia a 

distancia a los 5 y 10 años, respectivamente. En términos de SG, la diferencia entre los 

grupos fue del 19.9% y 17.0% en los mismos periodos. 

Estos análisis también se realizaron excluyendo a los pacientes masculinos. Los 

resultados fueron similares para la supervivencia libre de metástasis a distancia 

(diferencia entre ambos grupos del 19.4% y 16.6% a los 5 y 10 años, respectivamente) y 

SG (diferencia entre ambos grupos del 19.8% y 16.8% a los 5 y 10 años, 

respectivamente). 
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Parámetro Categoría Evento Hazard Ratio IC 95% Valor-pa 

Edad al 
diagnóstico 

>50 vs ≤50  DM 0,96  (0,52, 1,75)  0,8826  

SG 1,11 (0,57, 2,16)  0,7533 

Tamaño 
tumoral 

>2cm - ≤5cm vs ≤2cm DM 1,60 (0,82, 3,15) 0,1159 

SG 1,91 (0,94, 3,90) 0,1978 

 >5cm vs ≤2cm DM 2,56 (0,97, 6,08)  
SG 1,32  (0,30, 4,12)   

cN al 
diagnóstico 

GLN vs cN0 DM 2,83 (1,07, 7,51) 0,0166 

SG 1,99  (0,74, 5,32)  0,1811  

 cN1 vs cN0 DM 1,30 (0,57, 3,12)  
SG 1,29  (0,55, 3,15)   

 cN2 vs cN0 DM 2,91 (1,06, 7,82)  
SG 1,97  (0,60, 5,84)   

 cN3 vs cN0 DM 5,18 (1,56, 15,35)  

SG 4,58  (1,20, 14,80)   

RS Post-NAC  
 

Primeros 5 años (>25 vs ≤25) DM 2,41 (1,18, 4,76) 0,0162 

SG 4,96  (1,98, 12,95)  0,0007  

 Después de 5 años (>25 vs ≤25) DM 0,84 (0,13, 3,35) 0,8196 

SG 0,90  (0,25, 2,52)  0,8538  
a Usando la prueba de razón de verosimilitud. 
bLas pacientes incluidas en este análisis eran mujeres en las que no faltaban las variables de tamaño tumoral, estatus 
nodal y edad. 
GLN: Ganglios linfáticos negativos 
 

Tabla 12. Modelo de riesgos proporcionales de Cox para metástasis a distancia y SG, pacientes 
censurados a los 10 años (multivariable)b. 
 
 
 
 

 

Gráfica 2A 
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Gráfica 2B 

Gráfica 2. Resultados de supervivencia a 10 años basados en los resultados del Oncotype DX 
Breast Recurrence Score®. 2A) Supervivencia libre de metástasis a distancia y 2B) Supervivencia 
global a los 10 años en pacientes con RS > 25 (rojo) vs RS ≤ 25 (azul). 
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6.DISCUSIÓN 
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El uso de NAC en el tratamiento del cáncer de mama se ha convertido en una parte 

fundamental del mismo, debido a las numerosas ventajas que conlleva, especialmente 

la posibilidad de alcanzar una pCR. El porcentaje de pacientes que presentan una pCR 

varía en función del subtipo molecular, observándose tasas más altas en los tumores 

HER2+ y triple negativo32,34-37, que en los tumores luminales89.  

Actualmente, la cirugía sigue siendo el tratamiento de referencia para el cáncer de 

mama primario después de la NAC. Esta intervención tiene como objetivo la 

extirpación completa de la enfermedad residual en pacientes que no alcanzan una pCR 

o la confirmación diagnóstica de una pCR en aquellos casos donde se sospecha su 

presencia. No obstante, si fuera posible diagnosticar una pCR con la suficiente certeza 

a través de métodos no invasivos, como pruebas de imagen avanzadas o 

biomarcadores específicos, la realización de una cirugía podría resultar innecesaria, 

debido a los riesgos inherentes que conlleva y el impacto significativo en la calidad de 

vida de la paciente, tanto física como emocionalmente90,91. 

La mamografía y el estudio ecográfico son las técnicas más empleadas para estimar el 

tamaño tumoral en el momento del diagnóstico. Sin embargo, su capacidad para medir 

tanto el tumor residual como los cambios secundarios al tratamiento quimioterápico 

previo es variable92-94. La precisión de la RMN también varía en el contexto de la NAC, 

siendo mayor en los tumores con HER2+ y triple negativos y menor en los 

luminales33,95,96. En cuanto al estudio con Tomografía por emisión de Positrones (PET), 

su sensibilidad gira en torno al 84% (rango: 78-88%) y su especificidad en torno al 66% 

(rango 62-70%), siendo también más preciso para tumores triple negativos y HER2+ y 

presentando problemas a la hora de detectar enfermedad residual mínima en la mama 

o afectación micrometastásica de los ganglios97. De igual manera, un metanálisis que 

evaluó el rendimiento diagnóstico de las biopsias mínimamente invasivas guiadas por 

imágenes, concluyó que no son lo suficientemente precisas para predecir una pCR en 

cáncer de mama después de la NAC98.  

La biopsia líquida es una poderosa tecnología no invasiva que ofrece información 

importante para evaluar el pronóstico, la resistencia a los medicamentos y el 

tratamiento individualizado65. Estudios prospectivos han demostrado que los niveles de 



DISCUSIÓN 

84 
 

ctDNA y mutaciones específicas como PIK3CA y TP53, detectados durante la NAC y 

después de la cirugía, pueden identificar eficazmente a las pacientes con pCR y a las 

que presentan mínima enfermedad residual74-76,79,99, prediciendo así la respuesta al 

tratamiento y el pronóstico en el cáncer de mama en estadio inicial100-102. 

En el primer estudio que realizamos, observamos que la eliminación de mutaciones 

detectables en el ctDNA se correlacionó con una pCR en pacientes con cáncer de 

mama HER2-positivo y triple negativo sometidas a NAC. De manera notable, 14 de los 

15 pacientes que no presentaron mutaciones detectables en el ctDNA y alcanzaron 

una cCR, evidenciada tanto por evaluación clínica como radiológica, también lograron 

una pCR confirmada histológicamente en la pieza quirúrgica (VPP = 93.3%)103. Esta 

observación sugiere que estos pacientes podrían haber evitado de manera segura la 

cirugía de mama después de la NAC. La alta correlación entre la eliminación de 

mutaciones en ctDNA y la pCR respalda la hipótesis de que el ctDNA podría ser un 

biomarcador útil para identificar a aquellos pacientes que responden de manera 

óptima a la NAC, y para quienes la cirugía podría no ser necesaria. 

Además, el paciente que logró cCR, pero no alcanzó una pCR (paciente 32), no presentó 

ctDNA detectable después de la NAC; no experimentó recurrencia durante el período 

de seguimiento y no mostró reaparición de la mutación tumoral en el plasma103. Estas 

observaciones son consistentes con la conclusión de que la enfermedad residual en 

este paciente era mínima y no se había diseminado a otros órganos antes de la cirugía, 

o bien fue eliminada durante la NAC. El seguimiento prolongado es fundamental en 

este caso para evaluar la efectividad a largo plazo del tratamiento, incluyendo la 

monitorización seriada del ctDNA. La eventual reaparición de la mutación específica 

del paciente en el ctDNA plasmático podría indicar la presencia de enfermedad 

microscópica oculta antes de su detección mediante técnicas de imagen 

convencionales104. Este aspecto subraya la importancia del ctDNA como un 

biomarcador sensible para la monitorización continua del estado de la enfermedad y la 

detección temprana de recurrencia. 

En el futuro, si los resultados negativos en la biopsia líquida se validan como un 

indicador fiable de pCR, podrían tener un impacto significativo en la toma de 
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decisiones clínicas. Los pacientes con resultados negativos en la biopsia líquida podrían 

evitar la cirugía y someterse a un seguimiento intensivo, que incluiría vigilancia 

frecuente mediante técnicas de imagen y/o biopsia líquida. En caso de detectar 

enfermedad residual mínima, se podría considerar la radioterapia y/o el tratamiento 

adyuvante según las guías clínicas establecidas. 

Por otro lado, los pacientes que no alcancen una cCR después de la NAC, deberían 

someterse a cirugía de mama, independientemente de los resultados de la biopsia 

líquida. En nuestro estudio, cinco pacientes no lograron cCR y, de ellos, tres 

presentaron mutaciones detectadas en el ctDNA antes de la cirugía103, lo que se asoció 

con un peor pronóstico105,106. De hecho, dos de estos pacientes experimentaron una 

recaída. Lamentablemente, estos pacientes no estuvieron disponibles para la 

monitorización del ctDNA durante el seguimiento a las 4 semanas, 6 meses y 12 meses 

post-cirugía, y ambos mostraron un aumento significativo en los niveles de ctDNA al 

momento de la recurrencia, 24 meses después de la cirugía103. 

Aunque la paciente 10 mostró una eliminación inicial de las mutaciones TP53 y PIK3CA 

en el ctDNA, estas mutaciones reaparecieron tras la recurrencia a los 24 meses103. De 

manera similar, el paciente 7 presentó una respuesta parcial a la NAC con enfermedad 

residual mínima, pero la mutación basal en el gen TP53 reapareció al finalizar el 

tratamiento103. Estos hallazgos sugieren la posibilidad de que la persistencia o 

reaparición de ciertas mutaciones en el ctDNA pueda estar relacionada con 

mecanismos subyacentes de resistencia tumoral, ya sea a través de la selección de 

clones resistentes preexistentes o de la adquisición de nuevas mutaciones durante el 

tratamiento107. 

La detección de ctDNA en plasma, incluso en ausencia de cCR y pCR, en cinco casos de 

nuestro estudio103, subraya la necesidad de establecer rigurosamente un umbral 

clínicamente relevante de ctDNA que permita identificar con alta sensibilidad la 

enfermedad residual molecular. Es probable que la determinación de este umbral 

clínico requiera algoritmos sofisticados que integren tanto las mutaciones específicas 

del paciente como la carga mutacional tumoral a nivel de muestra, a fin de obtener 

una evaluación más precisa del riesgo individual de recurrencia o curación en 
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respuesta al tratamiento. Nuestro estudio proporciona un marco para la evaluación 

longitudinal del ctDNA en una pequeña cohorte de pacientes con cáncer de mama, 

utilizando la tecnología SafeSEQ, con el objetivo de comenzar a establecer un punto de 

corte clínicamente relevante. Sin embargo, es importante reconocer que nuestro 

estudio tiene limitaciones inherentes a su tamaño muestral reducido. Se requieren 

estudios con cohortes más amplias para validar nuestros hallazgos. Además, es crucial 

determinar la frecuencia óptima de las pruebas de ctDNA y el tipo de resultado 

cualitativo que mejor se correlacione con la enfermedad residual molecular y el riesgo 

de recurrencia. La integración de la información del ctDNA con otros biomarcadores y 

datos clínicos podría mejorar aún más la precisión de la predicción de la enfermedad 

residual molecular y guiar la toma de decisiones terapéuticas personalizadas. 

Al utilizar los resultados del ctDNA para guiar el manejo de los pacientes, será 

fundamental establecer tanto la durabilidad de la respuesta neoadyuvante mediante la 

evaluación de la persistencia de los resultados negativos en las pruebas de ctDNA, 

como el aumento del riesgo de recurrencia asociado a valores consecutivos y 

ascendentes de ctDNA en plasma. En nuestro estudio, el seguimiento seriado después 

de la cirugía resultó tranquilizador, ya que ninguno de los cinco pacientes mostró 

incrementos en los niveles de ctDNA durante el seguimiento103. Sin embargo, es 

importante interpretar los resultados en niveles extremadamente bajos de detección 

de ctDNA con cautela, considerando que la tecnología SafeSEQ que utilizamos es 

altamente sensible y capaz de detectar incluso cantidades mínimas de ADN tumoral 

(tres mutantes en 20,000 moléculas de ADN total)85.  

En nuestro estudio, observamos una concordancia del 95% entre las mutaciones 

detectadas en el tejido tumoral y en el plasma103, un resultado notablemente superior 

al reportado con otras técnicas de biopsia líquida108,109, incluso en casos con niveles 

bajos de ctDNA, que suelen ser difíciles de detectar en estadios tempranos de la 

enfermedad110. Esta alta concordancia respalda la fiabilidad y sensibilidad de la 

tecnología SafeSEQ utilizada en nuestro estudio para la detección de mutaciones en el 

ctDNA. Sin embargo, es importante considerar que la presencia de niveles bajos de 

moléculas mutantes en el ctDNA no siempre indica la presencia de enfermedad 
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residual clínicamente relevante. En algunos casos, estos niveles bajos podrían ser 

atribuibles a la hematopoyesis clonal de potencial indeterminado, un fenómeno en el 

que se detectan mutaciones somáticas en genes como TP53 en células sanguíneas de 

individuos sanos. Esta ha sido reportada como un hallazgo frecuente en personas 

mayores y se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar enfermedades 

hematológicas y cáncer111,112. 

En nuestro segundo estudio, abordamos el papel de las plataformas genómicas en el 

manejo de la enfermedad neoadyuvante. Si bien el Test de Oncotype DX Breast 

Recurrence Score®  ha demostrado su valor en la toma de decisiones terapéuticas en el 

contexto adyuvante, siendo respaldado por guías internacionales y ampliamente 

utilizado en la práctica clínica113,53, su aplicación en el escenario post-neoadyuvante 

sigue siendo un área inexplorada. Actualmente, no existe un consenso sobre el uso de 

plataformas genómicas para evaluar el pronóstico tras la terapia neoadyuvante43-45. 

Esta falta de estandarización limita nuestra capacidad para caracterizar el tumor 

residual y comprender su biología, privándonos de información crucial para predecir su 

comportamiento futuro y guiar el tratamiento post-NAC47. Un estudio reportó el uso 

del ensayo de 21 genes (test de Oncotype DX Breast Recurrence Score®) para la 

selección de tratamientos neoadyuvantes en cáncer de mama luminal, sugiriendo su 

utilidad para identificar pacientes candidatos para NAC114. Sin embargo, este test no se 

ha utilizado en el escenario post-NAC. 

Este estudio representa la primera investigación que valida la aplicación de la 

plataforma genómica de 21 genes como un método estandarizado para evaluar el 

riesgo biológico en pacientes con cáncer de mama luminal-HER2 negativo que no 

alcanzan una pCR después de la NAC. El test permite estratificar el riesgo biológico en 

este subgrupo de pacientes, proporcionando información crucial para guiar la toma de 

decisiones terapéuticas personalizadas en el contexto post-neoadyuvante. 

Nuestros hallazgos revelaron que el tamaño tumoral inicial, la administración de 

quimioterapia en el momento del diagnóstico y el RS post-NAC, dentro de los primeros 

5 años, fueron predictores significativos de SG y metástasis a distancia en el análisis 

univariable, constituyendo este último el criterio principal de valoración. 
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La asociación entre el tamaño tumoral y el pronóstico del cáncer de mama está 

ampliamente documentada115,116, incluso tras la administración de NAC114. Asimismo, 

la presencia y extensión de la enfermedad residual, reflejada en el RS post-NAC dentro 

de los primeros cinco años, se ha correlacionado con un mayor riesgo de recurrencias 

locorregionales y a distancia, así como con una disminución de la supervivencia 

global42,117. Esta observación es consistente con la asociación establecida entre un RS 

elevado y una mayor tasa de recurrencia a distancia en el contexto adyuvante52. 

Nuestro análisis multivariable confirmó la fuerte asociación entre el RS post-NAC y la 

aparición de metástasis a distancia y la SG durante los primeros 5 años. Además, la 

estratificación de pacientes en grupos según el RS (≤25 y >25) reveló diferencias 

significativas en la supervivencia libre de recurrencia a distancia y la SG, siendo el 

grupo RS ≤25 el que presentó una menor tasa de recurrencia a distancia a los 5 y 10 

años, así como una mejor SG. Estos resultados son consistentes con estudios previos 

en el contexto adyuvante, que han demostrado una asociación entre un RS bajo y una 

mejor SLE y SG a 5 años118. En consecuencia, nuestros hallazgos subrayan la 

importancia de considerar el RS post-NAC como un factor pronóstico clave en 

pacientes con cáncer de mama luminal HER2-negativo. La identificación de pacientes 

con RS elevado tras la NAC permite individualizar el tratamiento adyuvante, 

intensificando las estrategias terapéuticas en este subgrupo de alto riesgo con el 

objetivo de mejorar su pronóstico y supervivencia a largo plazo. 

Asimismo, demostramos que la NAC es capaz de reducir significativamente el RS medio 

en aproximadamente 5 puntos y disminuir la proporción de pacientes con RS alto en 

un 10% de tumores luminales-HER2 negativo. Estos efectos beneficiosos de la NAC se 

observaron tanto en la población general como en los subgrupos con y sin metástasis a 

distancia, corroborando hallazgos previos28-30, 46, 119-123. 

Un hallazgo relevante es el cambio sustancial en el RS tras la NAC, especialmente en 

pacientes con RS alto (>25) al inicio, independientemente de la edad, aunque esta 

disminución fue ligeramente más pronunciada en pacientes ≤50 años. En la población 

general, el 53% de los pacientes con RS alto inicial cambiaron a RS bajo tras la NAC, 

sugiriendo un impacto de la NAC en la biología de la enfermedad o al menos en el 
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comportamiento del tumor. No obstante, el 47% restante mantuvo un RS alto, 

indicando que la NAC podría no ser necesaria en estos casos, a pesar de cumplir 

criterios clínicos para su administración114. 

Otro hallazgo destacable es que aproximadamente el 11% de los pacientes con RS bajo 

inicial aumentaron a RS alto tras la NAC, sugiriendo un posible efecto activador del 

tumor inducido por la terapia. Se ha descrito que ciertas características tumorales, 

como un grado tumoral alto, tipo histológico específico, baja expresión de RP y alto 

índice de proliferación (Ki67), pueden influir en los resultados del Oncotype DX Breast 

Recurrence Score®124. Por tanto, es crucial evaluar estos parámetros en casos de 

aumento inesperado del RS para optimizar la toma de decisiones terapéuticas. 

En el subgrupo de pacientes con metástasis a distancia, el 41.4% de aquellos con RS 

alto inicial cambiaron a RS bajo tras la NAC, mientras que esta reducción fue mayor en 

pacientes no metastásicos (60.9%). Estos datos son especialmente relevantes en 

pacientes con metástasis a distancia, ya que el RS post-NAC puede guiar las decisiones 

terapéuticas posteriores, ayudando a evitar el sobretratamiento en aquellos cuyo RS 

ha disminuido, particularmente en casos con ganglios linfáticos positivos125. 

Otro resultado relevante de nuestro estudio es la notable reducción observada en los 

biomarcadores (RE+, RP+, HER2- y Ki67) y en el RS tras la NAC en todas las poblaciones 

analizadas. Estos resultados son consistentes con investigaciones previas que han 

identificado una correlación significativa entre un RS alto y la negatividad de RP, entre 

otros factores, con valores más elevados de RS126. Esta asociación se fundamenta en el 

hecho de que los biomarcadores RE, RP, HER2 y Ki67 son componentes integrales en el 

cálculo del RS. 

Un estudio adicional demostró que todos los pacientes con RP alto y Ki67 bajo 

presentaban un RS de bajo a intermedio, sugiriendo que niveles elevados de Ki67 y la 

negatividad de RP son indicadores de alto riesgo y respaldan la inclusión de 

quimioterapia en la toma de decisiones clínicas124. En nuestro estudio, aunque la 

negatividad de RP tendió a aumentar después de la NAC, el alto porcentaje de 

muestras no disponibles impidió extraer conclusiones definitivas al respecto. 
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En relación con el estado de HER2, nuestro estudio también observó una disminución 

en la proporción de pacientes HER2 negativos tras la NAC. Sería interesante 

determinar cuántos de estos pacientes eran HER2-low, ya que aproximadamente el 

65% de los tumores luminales presentan baja expresión de HER2127. Esta cuestión es 

relevante debido a la asociación estadística observada entre la baja expresión de HER2 

y una mejora en la SG, la SLE y la supervivencia libre de enfermedad a distancia en 

pacientes de alto riesgo (RS > 25) con cáncer de mama luminal-HER2 negativo128.  

En conclusión, la comprensión de las dinámicas de los biomarcadores y su relación con 

el RS tras la NAC puede mejorar significativamente el proceso de toma de decisiones 

terapéuticas en pacientes con cáncer de mama.  
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6.1. Limitaciones  

Una limitación significativa del primer estudio es el tamaño reducido de la muestra, 

aunque esta cohorte de pacientes es bastante representativa de una población típica 

que recibe tratamiento neoadyuvante. Una segunda limitación es el seguimiento 

limitado a 12 meses post-cirugía, por lo que no se puede descartar la recurrencia a 

largo plazo, especialmente en cánceres HER2 y triple negativo, cuya ventana de 

recurrencia se extiende hasta 5 años, o incluso más en el caso de tumores luminales. 

Dadas estas limitaciones, no se pudo evaluar los niveles de ctDNA como un factor 

pronóstico para la recurrencia. Además, no se realizaron pruebas de sangre de 

seguimiento en todos los pacientes ni en todos los intervalos programados durante el 

seguimiento. 

Respecto al estudio del RS en pacientes sometidas a tratamiento con NAC, la falta de 

material disponible en la biopsia diagnóstica hizo que se dispusiera de muchas menos 

muestras para analizar pre-tratamiento respecto a las post-tratamiento, por lo que las 

variaciones observadas podrían verse modificadas con una serie más amplia.
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1) El estudio de ctDNA y del RS permiten caracterizar mejor las respuestas al 

tratamiento neoadyuvante y ofrecer un tratamiento más dirigido a pacientes 

con cáncer de mama. 

 

2) La eliminación del ctDNA en plasma junto con una respuesta clínica completa 

tras la NAC se correlaciona con una pCR en pacientes con cáncer de mama 

HER2+ o triple negativo. La presencia de niveles claramente detectables de 

ctDNA en nuestra serie está asociada con la presencia de celularidad neoplásica 

residual y la progresión de la enfermedad. 

 

3) El Oncotype DX Breast Recurrence Score® en el contexto neoadyuvante, 

permite identificar dos tipos de grupos de tumores según el riesgo biológico 

que presenten tras la administración de NAC, a partir de un punto de corte de 

25, en pacientes con tumores luminales-HER2 negativos. 

 

4) El uso de NAC redujo significativamente el RS del tumor inicial respecto a la 

enfermedad residual, confirmando la capacidad de este tipo de tratamientos de 

reducir el riesgo biológico de los tumores luminales-HER2 negativos.
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En el primer estudio los hallazgos descritos sugieren la necesidad de realizar 

investigaciones adicionales con cohortes de pacientes más grandes para confirmar el 

valor añadido del ctDNA en la predicción de la pCR. Esto ayudaría a determinar con 

mayor precisión qué pacientes podrían evitar la cirugía de manera segura después de 

la NAC. 

Además, si se confirma que esta estrategia es clínicamente útil, podría implementarse 

un estudio prospectivo aleatorizado con un enfoque de "esperar y observar" en 

pacientes seleccionados con riesgo mínimo. Este enfoque incluiría pruebas de plasma 

en serie para monitorizar la presencia de ctDNA, permitiendo una vigilancia estrecha y 

una intervención temprana en caso de detección de enfermedad residual o 

recurrencia. 

La implementación de este enfoque no solo podría mejorar la calidad de vida de los 

pacientes al evitar cirugías innecesarias, sino que también podría optimizar los 

recursos sanitarios y reducir los costos asociados a procedimientos quirúrgicos. Por lo 

tanto, futuras investigaciones deben centrarse en validar estos hallazgos en estudios 

clínicos aleatorizados y controlados, así como en desarrollar protocolos estandarizados 

para la monitorización del ctDNA en la práctica clínica.  

En tumores luminales, la mejor caracterización de la enfermedad residual, y en 

concreto del riesgo biológico de la misma, podría plantear también estudios 

prospectivos para valorar el posible beneficio de un tratamiento más agresivo en los 

tumores de alto riesgo. 
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Los resultados obtenidos en el primer estudio de esta tesis doctoral han sido validados 

y publicados en la revista científica Therapeutic Advances in Medical Oncology. El 

artículo completo, titulado "Clearance of ctDNA in triple-negative and HER2-positive 

breast cancer patients during neoadjuvant treatment is correlated with pathologic 

complete response", puede ser consultado en la revista científica mencionada o en la 

siguiente referencia bibliográfica: 

Ciriaco N, Zamora E, Escrivá-de-Romaní S, Miranda Gómez I, Jiménez Flores J, Saura C, 

Sloane H, Starus A, Fredebohm J, Georgieva L, Speight G, Jones F, Ramón Y Cajal S, 

Espinosa-Bravo M, Peg V. Clearance of ctDNA in triple-negative and HER2-positive 

breast cancer patients during neoadjuvant treatment is correlated with pathologic 

complete response. Ther Adv Med Oncol. 2022 Nov 29;14:17588359221139601. doi: 

10.1177/17588359221139601. PMID: 36479470; PMCID: PMC9720791. 

Esta publicación constituye un reconocimiento al rigor y la relevancia del trabajo 

realizado durante esta investigación doctoral.  

Adicionalmente, se adjunta una copia del artículo en formato PDF en este anexo para 

facilitar su consulta. 
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