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Resumen 

Los tumores HER2-negativos se clasifican tradicionalmente según la expresión de receptores 
hormonales (RH); sin embargo, muchos de estos tumores aún presentan niveles detectables de 
proteína HER2 en la membrana celular, caracterizados por una puntuación inmunohistoquímica 
(IHC) de HER2 1+ o 2+/FISH no amplificado (HER2-low). La aparición de los conjugados 
anticuerpo-fármaco (ADC) ha demostrado una actividad clínica significativa en pacientes con 
cáncer de mama metastásico HER2-negativo que presentan expresión HER2-low, lo que ha 
provocado un cambio de paradigma en el tratamiento de este grupo. 

Actualmente, no está claro si el cáncer de mama HER2-low debe considerarse una entidad 
molecular distinta con características genómicas únicas en comparación con los tumores HER2-
0. Algunos estudios moleculares y pronósticos sugieren que el cáncer de mama HER2-low podría 
no representar un subtipo molecular separado, sino más bien un grupo heterogéneo de tumores 
cuya biología y comportamiento están influenciados predominantemente por la expresión de 



RH. Sin embargo, se necesita más investigación, especialmente a nivel de expresión génica, para 
confirmar estas observaciones. 

Nuestro objetivo es llevar a cabo un análisis integral de las variaciones en la expresión génica 
entre las diferentes poblaciones celulares presentes en tumores HER2-0 y HER2-low utilizando 
single cell RNA sequencing (scRNAseq). Este enfoque nos permitirá identificar y comparar las 
firmas moleculares de los distintos tipos celulares dentro de estos tumores, arrojando luz sobre 
las posibles diferencias en los perfiles de expresión génica y las dinámicas celulares entre el 
cáncer de mama HER2-0 y HER2-low. 

A través de este análisis detallado, buscamos mejorar la comprensión de las diferencias 
biológicas subyacentes y las implicaciones clínicas potenciales asociadas con las clasificaciones 
de tumores HER2-low y HER2-0. 

Antecedentes 

La relevancia biológica y clínica de la expresión de HER2 ha influido significativamente en el 
panorama del tratamiento del cáncer de mama (1,2). Aproximadamente el 15-20% de todos los 
tumores mamarios presentan amplificación o sobreexpresión del gen ERBB2, conocido como 
cáncer de mama HER2-positivo, asociado a un fenotipo más agresivo y un pronóstico más 
desfavorable en comparación con los cánceres de mama HER2-negativos, que representan el 
80-85% de los casos (3,4). Los cánceres HER2-positivos han sido tratados eficazmente con 
terapias dirigidas contra HER2, transformando los resultados clínicos para estos pacientes (5,6). 

Los tumores HER2-negativos se han clasificado tradicionalmente según la expresión de 
receptores de hormonas (RH), diferenciándose entre cánceres de mama positivos para RH y 
triple negativos (7). Aunque se clasifiquen como HER2-negativos, la mayoría de estos tumores 
muestran niveles detectables de proteína HER2 en la membrana celular. Aproximadamente dos 
tercios de los tumores RH-positivos y un tercio de los cánceres triple negativos presentan una 
baja expresión de HER2, con una puntuación de IHC HER2 1+ o 2+/FISH no amplificado (8). 

El tratamiento con anticuerpos monoclonales dirigidos contra HER2, como trastuzumab, no ha 
mostrado beneficios clínicos en tumores HER2-negativos (9,10). Sin embargo, el desarrollo de 
conjugados anticuerpo-fármaco (ADCs) potentes dirigidos a HER2 ha permitido recientemente 
atacar eficazmente incluso niveles bajos de expresión de HER2. De hecho, varios ADCs, como el 
trastuzumab deruxtecan (T-DXd), han demostrado actividad antitumoral en ensayos clínicos con 
pacientes con cáncer de mama metastásico con baja expresión de HER2 (11–15). Actualmente, 
T-DXd puede ofrecerse a pacientes con cáncer metastásico HER2-low, aunque no se considera 
tratamiento estándar para pacientes con HER2-0. Sin embargo, sigue siendo incierto si el cáncer 
HER2-low constituye una entidad molecular distinta con características genómicas únicas en 
comparación con el cáncer HER2-0 (16,17), a pesar de los esfuerzos de varios estudios para 
abordar esta cuestión. 

Diversos estudios han analizado los patrones moleculares intrínsecos de los cánceres HER2-low 
y HER2-0. La mayoría indica una mayor prevalencia de tumores RH-positivos en las poblaciones 
HER2-low en comparación con los subgrupos HER2-0 (8,14,18–20). En un estudio de 3.689 



pacientes con cáncer de mama HER2-negativo clasificados según el subtipo intrínseco PAM50, 
el 58,9% de los tumores RH-positivos HER2-low eran luminal A, el 33,4% luminal B, el 3% HER2-
enriquecido, el 1,9% basal-like y el 2,8% de tipo normal. En el mismo estudio, los tumores HER2-
low expresaron niveles más altos de genes relacionados con la diferenciación luminal y niveles 
más bajos de genes relacionados con la proliferación en comparación con los tumores HER2-0 
RH-positivos. Entre los tumores triple negativos, no se encontraron diferencias en la expresión 
génica entre los HER2-low y HER2-0 (8). Estos hallazgos sugieren que las diferencias observadas 
entre los cánceres HER2-low y HER2-0 pueden atribuirse principalmente a la expresión de RH 
más que a los niveles de expresión de HER2. 

Al analizar diferencias moleculares a nivel de mutaciones y variaciones en el número de copias 
(CNV), Tarantino et al. (21)  compararon los resultados de NGS entre tumores HER2-low y HER2-
0 (n > 1.000). Los cinco genes más mutados en ambos subgrupos fueron TP53, PIK3CA, CDH1, 
ESR1 y GATA3, con incidencias similares al conjunto general. Las CNVs mostraron un patrón 
consistente, con amplificaciones en CCND1, FGFR1 y MYC como las alteraciones más comunes. 
Tras ajustar por el factor de confusión de la expresión de receptor de estrógenos (RE), no se 
identificaron diferencias significativas en las mutaciones génicas. La única alteración genómica 
estadísticamente significativa fue un mayor promedio de alelos ERBB2 en los tumores HER2-low, 
aunque no se encontraron diferencias significativas en la carga mutacional tumoral entre los 
tumores HER2-low y HER2-0. 

Estos resultados coinciden con otros estudios genómicos recientes, que destacan diferencias 
marginales en el paisaje genómico entre HER2-low y HER2-0 tras corregir por la expresión de RE 
(22,23). Tampoco se encontraron diferencias en la frecuencia de alteraciones génicas entre los 
tumores triple negativos HER2-low y HER2-0, independientemente del estadio. De manera 
similar, no se observaron diferencias significativas entre los tumores HER2-low y HER2-0 HR-
positivos en etapas tempranas. La única observación destacada fue una mayor tasa de 
mutaciones en TP53 en tumores metastásicos HER2-low RH-positivos en comparación con HER2-
0 (23). 

Clínicamente, los tumores HER2-low no parecen mostrar diferencias pronósticas significativas 
en comparación con los HER2-0, como se demostró en un estudio de cohorte de Tarantino et al. 
(20) (n=5.235) y en múltiples estudios similares (8,24–34). En conjunto, los datos moleculares y 
clínicos sugieren que el cáncer de mama HER2-low no constituye una entidad molecular distinta, 
sino más bien un grupo heterogéneo de tumores cuya biología y comportamiento están 
impulsados principalmente por la expresión de RH. Sin embargo, se necesitan más estudios, 
especialmente los centrados en perfiles de expresión génica, para confirmar estos hallazgos. 

La tecnología de single cell RNA sequencing (scRNAseq) ha revolucionado nuestra comprensión 
de la heterogeneidad celular y la complejidad dentro de los tumores, ofreciendo conocimientos 
sin precedentes sobre los mecanismos moleculares que impulsan la progresión del cáncer y la 
resistencia terapéutica (35). En este proyecto, se investigarán las diferencias de expresión génica 
entre las diversas poblaciones celulares de tumores HER2-0 y HER2-low utilizando scRNAseq. Se 
incluirán 8 casos HER2-0 y 8 casos HER2-low, centrándose en un análisis detallado de las 
poblaciones tumorales y del microambiente tumoral. Al aplicar scRNAseq, se espera diseccionar 



la heterogeneidad celular y proporcionar una comprensión más profunda de las características 
moleculares de estos tumores, contribuyendo al debate sobre la relevancia clínica y biológica de 
la clasificación HER2-low. 

Hipótesis 

Sigue sin estar claro si el cáncer de mama HER2-low debe considerarse una entidad molecular 
distinta con características genómicas únicas en comparación con el cáncer de mama HER2-0. 
Algunos datos publicados apoyan la idea de que los tumores HER2-low, tal como se definen 
actualmente, no deben considerarse un subtipo molecular distinto de cáncer de mama, ya que 
las diferencias observadas entre ambos grupos pueden estar relacionadas con la mayor 
frecuencia de positividad de RH en los tumores HER2-low en comparación con los HER2-0.  

Nuestra hipótesis es que la baja expresión de HER2 (HER2-low frente a HER2-0) no altera 
significativamente los perfiles generales de expresión génica en carcinomas de mama HER2-
negativos y positivos para RH. Además, nuestro objetivo es investigar si la baja expresión de 
HER2 afecta a poblaciones celulares específicas o si está influenciada por alteraciones 
cromosómicas particulares. 

Objetivos 

1. Analizar y comparar los perfiles de expresión génica, la heterogeneidad celular y la 
comunicación intercelular en tumores HER2-0 y HER2-low (HER2++/FISH negativo) de 
carcinoma mamario invasivo no especial (NST-IBC) utilizando scRNAseq. Este objetivo 
tiene como fin determinar si la presencia o ausencia de baja expresión de HER2 impacta 
significativamente la expresión génica global en los tumores, la heterogeneidad dentro 
de las diferentes poblaciones celulares de cada tumor, y los patrones de comunicación 
célula a célula. 

2. Identificar y caracterizar poblaciones celulares específicas (células epiteliales, 
estromales e inmunes) en tumores HER2-0 y HER2-low, evaluando sus diferencias 
funcionales mediante análisis de enriquecimiento de ontología génica (GO). Este 
objetivo busca explorar cómo la baja expresión de HER2 influye en el comportamiento 
de las células tumorales y de los distintos tipos celulares dentro del microambiente 
tumoral. 

3. Evaluar alteraciones cromosómicas en las células epiteliales tumorales HER2-0 y HER2-
low utilizando scRNAseq. Este objetivo implica inferir CNVs a partir de datos de 
scRNAseq y analizar las posibles diferencias en la inestabilidad cromosómica entre los 
dos grupos tumorales, que podrían estar influyendo en su comportamiento. 

Metodología  

o Adquisición de muestras: Se incluirán bloques de tejido tumoral fijado en formalina e 
incrustado en parafina (FFPE) de 16 pacientes con carcinoma mamario HR-positivo y 
HER2-negativo, diagnosticados en el Hospital Universitario Ramón y Cajal (Madrid, 
España). Ocho muestras serán HER2-0 y las otras ocho HER2++/FISH negativo. El comité 



ético aprobó el uso de estas muestras para análisis de expresión génica unicelular (259-
22). 

o Inmunohistoquímica (IHC): Se prepararán secciones de 3 μm de tejido FFPE para 
estudiar la expresión de receptores hormonales (ER, PR), HER2 y Ki67, siguiendo las 
pautas de ASCO-CAP. 

o FISH (Hibridación Fluorescente In Situ): Se realizarán análisis de alteraciones 
cromosómicas en muestras HER2++ mediante el kit HER2/17q para detectar 
amplificación de HER2. 

o Procesamiento de muestras FFPE: Se procesarán secciones de 25 μm para scRNAseq 
utilizando el protocolo de 10X Genomics. Las células serán disociadas y congeladas a -
80ºC. 

o Preparación y secuenciación de bibliotecas 10X: Se preparará la biblioteca de una célula 
siguiendo el protocolo de 10X Genomics, utilizando la plataforma Chromium para 
generar gotas de emulsión (GEMs) y luego se secuenciarán en un sistema NovaSeq 6000 
(Illumina). 

o Procesamiento de datos scRNA-seq: Los datos de secuenciación se alinearán con el 
transcriptoma de referencia GRCh38, y los identificadores de moléculas únicas (UMIs) 
se cuantificarán usando Cell Ranger. Las células serán anotadas manualmente utilizando 
genes marcadores canónicos. Los datos de células inmunes serán anotados con el 
paquete SingleR. 

o Análisis de enriquecimiento funcional: Se realizará un análisis de enriquecimiento de 
ontología génica (GO) para caracterizar procesos biológicos asociados a los genes 
expresados en los grupos de interés. 

o Otros análisis de scRNAseq: Se llevarán a cabo estudios de comunicación celular y 
análisis de trayectorias de pseudotiempos para estudiar los tumores en cada grupo de 
estudio. 

o Inferencia de CNV: Se inferirán CNVs de las células epiteliales tumorales usando el 
paquete inferCNV, comparando con células no malignas como referencia. 

o Análisis comparativo: Se compararán las poblaciones celulares entre los grupos HER2-
0 y HER2-low tanto a nivel de expresión génica como en CNVs. 

o Factibilidad y plan de contingencia: El equipo tiene experiencia en scRNAseq, 
bioinformática, IHC y el equipo necesario. Las muestras con baja celularidad serán 
excluidas para garantizar la calidad del análisis. Se demuestra la fiabilidad de usar 
muestras FFPE para scRNAseq en una publicación previa (DOI: 
10.1101/2024.10.04.616471), con resultados que podrían incluirse en el estudio 
propuesto. 



 
Figura 1. Workflow del proceso de single-cell RNA sequencing. Creada en BioRender.com. 

Cronograma 

Tareas 
Año 1 Año 2 
Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 

Selección de casos y evaluación histológica 
de muestras tumorales HER2-0 y HER2 ++.                 
Procesamiento de muestras y preparación 
de bibliotecas de scRNAseq              
Secuenciación                 
Análisis bioinformáticos y estadísticos                
Comunicación                 
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