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DESCRIPCIÓN 

Diagnosis de cáncer de mama, y otros tipos de cáncer, de tipo basal primario y metastásico 

Reivindicación de prioridad 

La presente solicitud reivindica prioridad sobre la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. nº 61/231.984, 
presentada el 6 de agosto de 2009. 5 

Antecedentes 

La diversidad de alteraciones moleculares, composiciones celulares y resultados clínicos en el cáncer supone un 
importante reto en el tratamiento del cáncer en relación a proporcionar información diagnóstica, prognóstica y 
predictiva precisa. Habitualmente los tumores se describen histopatológicamente usando el sistema tumor-nodo-
metástasis (TNM). Este sistema, que usa el tamaño del tumor, la presencia o la ausencia de tumor en nodos 10 
linfáticos regionales, y la presencia o la ausencia de metástasis distante, asigna un estadio al tumor según describe 
el “American Joint Committee on Cancer” (AJCC). El estadio asignado se usa como base para el pronóstico y para la 
selección de la terapia apropiada. Sin embargo, dicha estrategia presenta muchas limitaciones. Tumores que tienen 
un estadio TNM similar y una apariencia histopatológica similar pueden exhibir una variabilidad significativa en 
términos de evolución clínica y respuesta a la terapia. Por ejemplo, algunos tumores son muy agresivos mientras 15 
que otros no lo son. Algunos tumores responden fácilmente a la terapia hormonal o a la quimioterapia mientras que 
otros se muestran resistentes. 

El uso de biomarcadores ha proporcionado una estrategia adicional para dividir determinados tipos de tumor en 
subclases. Por ejemplo, un factor considerado en el pronóstico y en las decisiones de tratamiento para el cáncer de 
mama es la presencia o la ausencia del receptor de estrógenos (ER, del inglés “estrogen receptor”) en muestras 20 
tumorales. Los cánceres de mama positivos en ER típicamente responden mucho más fácilmente a terapias 
hormonales, tales como tamoxifeno, que los tumores negativos en ER. Aunque útil, este biomarcador proporciona 
información solo para un subconjunto específico de cánceres de mama, no abordando el resto de subconjuntos. 

La determinación del perfil de expresión de genes ha tenido éxito en delinear subtipos moleculares intrínsecos de 
cáncer de mama específicos (Perou et al. 2000). Esto representa un avance significativo en la comprensión del 25 
cáncer de mama, el cáncer más comúnmente diagnosticado en mujeres en todo el mundo (Landis et al., 1999) y una 
enfermedad que ha demostrado ser bastante heterogénea en términos de presentación clínica y características. 
Ahora se ha descubierto que grupos de pacientes de cáncer de mama con diferencias distintivas en sus perfiles 
pronósticos tienen perfiles biológicos y/o moleculares igualmente distintos para ayudar a explicar sus resultados 
clínicos asociados. Esto ofrece una oportunidad tremenda de desarrollo de terapias personalizadas dirigidas a una 30 
biología tumoral específica asociada a un subtipo molecular específico de cáncer de mama. Un subtipo molecular 
particular que ha cosechado un interés considerable es el cáncer de mama de tipo basal (BLBC, del inglés “basal-
like breast cáncer”). 

Aunque publicado por primera vez hace más de 20 años en base a la detección inmunohistoquímica (IHC) de 
citoqueratinas (CK) basales, este subtipo volvió a cobrar relevancia después de que un análisis transcriptómico de 35 
cáncer de mama confirmara su existencia como entidad molecular diferenciada dentro del cáncer de mama. Aunque 
difiere sustancialmente de otros subtipos moleculares delineados en términos de su constitución molecular, la razón 
por la cual ha atraído la atención de biólogos y médicos que trabajan con cáncer por igual subyace en el 
uniformemente mal pronóstico y en la carencia de opciones terapéuticas dirigidas. El BLBC presenta un 
solapamiento significativo con el cáncer de mama “triple-negativo” – una entidad patológica definida en base a la 40 
ausencia de biomarcadores de cáncer de mama bien conocidos, receptor de estrógeno (ER), receptor de 
progesterona (PR) y receptor-2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). Se estima que entre el 60% y 
el 90% de los cánceres de mama triple-negativo son BLBC. Sin embargo, BLBC no es sinónimo de cáncer de mama 
triple-negativo. Las pacientes con BLBC a menudo son más jóvenes, y tienen mayor probabilidad de ser 
descendientes afroamericanas (Carey et al. 2006; Ihemelandu et al. 2007; Ihemelandu et al. 2008), tienen mayor 45 
probabilidad de tener una mutación BRCA1 positiva (Rakha et al. 2009), frecuentemente desarrollan una 
enfermedad metastásica distante en el cerebro y/o el pulmón a los 3-5 años de la presentación inicial (Wang et al. 
2005) y tienen una baja supervivencia global (Carey et al. 2005). De hecho, el desarrollo de enfermedad metastásica 
distante y la posterior muerte parecen ser independientes del estatus nodal de presentación inicial, ya que la 
mayoría de las pacientes dan negativo en nodos linfáticos en el momento de su diagnóstico inicial (Dent et al. 2007). 50 

En la actualidad los biomarcadores más efectivos en la práctica clínica rutinaria son los biomarcadores teranósticos. 
Los biomarcadores teranósticos proporcionan información relativa a la diagnosis (determinación del subtipo biológico 
de cáncer), la prognosis (determinación del resultado clínico) y la predicción terapéutica (determinación de la eficacia 
terapéutica). Los biomarcadores teranósticos son principalmente funcionalmente centrales y pivotales en el 
entramado de biomoléculas que controlan la biología de su subtipo biológico específico. Por tanto, la terapia dirigida 55 
hacia un biomarcador teranóstico tiene un efecto profundo sobre los resultados clínicos. 
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En el cáncer de mama, un ejemplo de biomarcador teranóstico es el ER. Éste diagnostica con precisión pacientes de 
cáncer de mama “luminales” (positivos en ER), pronostica con precisión su evolución y predice su respuesta 
favorable al tamoxifeno, un fármaco dirigido específicamente a ER. Antes de la introducción de la terapia de 
tamoxifeno, los pacientes de cáncer de mama positivos en ER presentaban una prognosis mala. Su prognosis 
mejoró drásticamente cuando la terapia con tamoxifeno se hizo estándar para dichos pacientes. Por tanto, el 5 
componente más importante de un biomarcador teranóstico es la diagnosis que ofrece. Puesto que con la diagnosis 
viene la predicción de la eficacia terapéutica, que finalmente determina el pronóstico del paciente. Aunque el 
pronóstico puede cambiar dependiendo de avances en la terapia, la diagnosis de un subtipo biológico, y por tanto de 
su(s) diana(s) terapéutica(s), seguirá inmutable. Además, el pronóstico ofrecido por un biomarcador teranóstico es 
más preciso que el ofrecido por un biomarcador no teranóstico. Esto es debido a que los biomarcadores teranósticos 10 
predicen resultados clínicos que son muy específicos de la biología del subtipo de cáncer. Por ejemplo, el estatus de 
positivo en ER refleja muy específicamente el pronóstico favorable actual asociado solo al subtipo luminal, ya que 
tiene en cuenta el tratamiento específico de subtipo con terapia anti-ER (p.ej., tamoxifeno). Por lo tanto, los 
biomarcadores teranósticos ofrecen una prognosis superior. 

Las tecnologías de obtención del perfil genómico completo, tales como la determinación del perfil de expresión 15 
génica (transcriptómica), han expandido enormemente nuestro conocimiento de los genes y las rutas genéticas 
asociadas con el desarrollo y la progresión del cáncer. En base a este conocimiento, varios ensayos prognósticos 
multigén comercializados han entrado en el complejo panorama en expansión del mercado de diagnosis in vitro de 
cáncer (IVD, del inglés “in vitro diagnostics”). Estos ensayos contienen muchos genes, de los cuales solo algunos 
tienen realmente una importancia funcional crítica para la supervivencia y el mantenimiento del fenotipo maligno. 20 
Dichos ensayos son incapaces de ofrecer una comprensión refinada de la biología subyacente de un subtipo 
específico. En otras palabras, la principal desventaja de dichos ensayos prognósticos multigén es que no son 
teranósticos. No proporcionan una diagnosis de un subtipo biológico específico, y por tanto no ofrecen información 
con respecto al tratamiento específico de subtipo. Como resultado, el valor prognóstico que ofrecen es tan solo una 
aproximación entre los múltiples subtipos. Esto es lo contrario con un biomarcador teranóstico, cuyo valor 25 
prognóstico deriva de un único subtipo, y por tanto es más certero y preciso. 

Por lo tanto, el descubrimiento y la elucidación de biomarcadores teranósticos para BLBC y otros cánceres son 
importantes para mejorar la clasificación de tumores y el tratamiento de pacientes de cáncer. 

Ray P.S. et al. (Ray P.S. et al., 2009, Journal of Clinical Oncology, vol. 27, nº 15S, página ABS11016) muestran que 
el FOXC1 es regulado al alza de forma consistente y exclusive en el cáncer de mama triple negativo de tipo basal, y 30 
está asociado con una mala tasa de supervivencia global. 

Sumario 

En una realización, se proporciona un método de clasificación teranóstica de un tumor de cáncer de mama según la 
reivindicación 1, comprendiendo el método la determinación de un estatus de expresión de ER, PR y HER2 en una 
muestra de tumor de cáncer de mama, la detección de un nivel de expresión de FOXC1, la comparación del nivel de 35 
expresión de FOXC1 con un valor de corte predeterminado, y la clasificación de la muestra de tumor de cáncer de 
mama como perteneciente a un subtipo de tumor de cáncer de mama triple negativo/de tipo basal o un subtipo de 
tumor de cáncer de mama de tipo basal híbrido teranóstico cuando el estatus de expresión de ER, PR y HER2 es 
positivo y el nivel de expresión de FOXC1 es superior que el nivel de corte predeterminado, donde el nivel de corte 
predeterminado se determina mediante un nivel percentil 90 de los niveles de expresión de FOXC1 para un conjunto 40 
de datos de tumores de cáncer de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de cáncer de 
mama. 

En una realización, se proporciona un método para predecir una prognosis de un cáncer de mama de tipo basal, 
comprendiendo el método la obtención de una muestra de tumor de cáncer de mama de un sujeto, la detección del 
nivel de expresión de FOXC1, la comparación del nivel de FOXC1 con un nivel de corte predeterminado, y la 45 
predicción de una mala prognosis del cáncer de mama de tipo basal cuando el nivel de expresión de FOXC1 es 
superior al nivel de corte predeterminado, donde el nivel de corte predeterminado se determina como el nivel de 
percentil 90 de los niveles de expresión de FOXC1 correspondientes a un conjunto de datos de tumores de cáncer 
de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de cáncer de mama. 

En otras realizaciones, el cáncer de mama de tipo basal es un cáncer de mama triple-negativo/de tipo basal y el 50 
nivel de corte predeterminado se determina como el nivel de percentil 90 de los niveles de expresión de FOXC1 para 
un conjunto de datos de tumores de cáncer de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de 
cáncer de mama. 

En algunas realizaciones, la prognosis es supervivencia global, supervivencia libre de recurrencia, propensión a 
desarrollar una metástasis distante, un tiempo para metástasis distante tal como metástasis cerebral, una 55 
propensión a resistencia a una terapia dirigida contra el cáncer (p.ej., trastuzumab (Herceptin®, tamoxifeno o un 
inhibidor de aromatasa), donde una propensión a resistencia a una terapia dirigida contra el cáncer puede ser una 
predicción de resistencia o eficacia reducida. 
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Breve descripción de las figuras 

Figura 1: muestra la expresión diferencial de FOXC1 en subtipos de cáncer de mama. A, valores de intensidad de 
señal normalizada (línea base-transformada-a-cero) correspondientes a genes asociados a subtipo de tipo basal 
procedentes del conjunto de datos de Richardson et al. (Richardson et al. 2006). Los números representan 
diferentes subgrupos: (1), normal; (2), luminal A/B; (3), HER2; (4), tipo basal. B, gráfico de cuadros de valores de 5 
FOXC1 (intensidad de señal normalizada) en tejido de mama normal y luminal, HER2, y tumores de tipo basal del 
mismo conjunto de datos. Se determinó la significación estadística usando ANOVA. C, gráfico de cuadros de valores 
de FOXC1 procedentes del conjunto de datos de Hess et al con estatus de ER, PR y HER2 conocido (Hess et al. 
2006). Véanse las leyendas de la Figura 3 para la descripción de los gráficos de cuadros. La significación estadística 
se determinó usando ANOVA. D, mapas de calor de expresión génica del conjunto de datos de Ivshina et al (Ivshina 10 
et al. 2006) agrupados jerárquicamente mediante IGS presentan el perfil de expresión de la firma de FOXC1. 

Figura 2: muestra la expresión diferencial de FOXC1 en subtipos de cáncer de mama humano. Se presentan los 
valores de intensidad de señal normalizada correspondientes a 12 marcadores de tipo basal publicados procedentes 
de un conjunto de datos representativo (Richardson et al. 2006). Los números representan diferentes subgrupos: (1), 
normal; (2), luminal A/B; (3), HER2; (4), tipo Basal. Debajo se muestra el correspondiente mapa de calor. 15 

Figura 3: muestra la expresión diferencial de FOXC1 según los subtipos moleculares o el estatus triple negativo. A. 
Gráfico de cuadro de valores FOXC1 (intensidad de señal normalizada) en tumores luminal A/B, HER2 y tipo basal 
del grupo de datos de Ivshina et al (Ivshina et al. 2006). La línea del centro de cada recuadro representa el valor 
medio de la distribución, y los extremos superior e inferior del recuadro son los cuartiles superior (75%) e inferior 
(25%), respectivamente. Las líneas se extienden al punto de datos más extremo que es 1,5 veces el rango 20 
intercuartil desde el recuadro. La significación estadística se determinó usando ANOVA. Tabla de estatus de FOXC1 
alto (>percentil 90) y FOXC1 bajo (<percentil 90) frente a subtipos moleculares. Chi cuadrado P<0,0001. B. Gráfico 
de cuadro de valores FOXC1 (intensidad de señal normalizada) en tumores luminal A/B, HER2 y tipo basal del grupo 
de datos de Miller et al (Miller et al. 2005). La significación estadística se determinó usando ANOVA. Tabla de 
estatus de FOXC1 alto (>percentil 90) y FOXC1 bajo (<percentil 90) frente a subtipos moleculares. Chi cuadrado 25 
P<0,0001. C. Gráfico de cuadro de valores FOXC1 (intensidad de señal normalizada) en tumores luminal A/B, HER2 
y tipo basal del grupo de datos de van de Vijver et al (van de Vijver et al. 2002). La significación estadística se 
determinó usando ANOVA. Tabla de estatus de FOXC1 alto (>percentil 90) y FOXC1 bajo (<percentil 90) frente a 
subtipos moleculares. Chi cuadrado P<0,0001. D. Gráfico de cuadro de valores FOXC1 (intensidad de señal 
normalizada) en tumores triple negativos y tumores o triple negativos del grupo de datos de Hess et al (Hess et al. 30 
2006). La significación estadística se determinó usando ANOVA. Tabla de estatus de FOXC1 alto (>percentil 90) y 
FOXC1 bajo (<percentil 90) frente estatus de triple negativo. Chi cuadrado P<0,0001. 

Figura 4: muestra una asociación de la firma genética de FOXC1 con el cáncer de mama de tipo basal. Mapas de 
calor de expresión génica de un conjunto de datos de microsistema de ADNc de cáncer de mama humano de 251 
muestras (Miller et al. 2005) agrupados jerárquicamente mediante IGS demuestran el perfil de expresión global de 35 
los 30 genes asociados a FOXC1. 

Figura 5: muestra que la agrupación no supervisada de la firma de gen FOXC1 identifica el subgrupo de tipo basal. 
Un conjunto de datos de microsistema de ADNc de cáncer de mama humano de 249 muestras (Ivshina et al. 2006) 
fue agrupado mediante IGS y la firma génica de FOXC1 respectivamente. Las agrupaciones de subtipo de tipo basal 
están indicadas con barras rojas. 40 

Figura 6: ilustra la expresión de proteína de FOXC1 en BLBC. A, imágenes inmunohistoquímicas representativas de 
una muestra de tipo basal procedente de microsistemas de tejido de cáncer de mama teñidos para ER, HER2, 
CK5/6, CK14 y FOXC1. La proteína FOXC1 no fue detectada en los especímenes no triple negativos. B, diagrama 
de Venn que muestra la asociación entre los estatus de inmunohistoquímica de FOXC1 y citoqueratina (CK5/6 y/o 
CK14) en tumores triple negativos. C, inmunotinción de FOXC1 en HMECs normales y luminales (MCF-7, T47D y 45 
ZR75), que sobreexpresan HER2 (SKBR3 y HCC202), o líneas celulares de BLBC. 

Figura 7: ilustra que la FOXC1 se sobreexpresa en líneas celulares de cáncer de mama de tipo basal. Mapa de calor 
de expresión génica de análisis de microsistema de ADNc de 51 líneas celulares de cáncer de mama humano. Se 
muestran en el mismo panel de 12 genes que en la Figura 2. MSN – Moesina, KRT5 – Citoqueratina 5 /CK5/6, 
CDH3 – P-caderina, CRYAB – αB-cristalina, KRT14 – citoqueratina 14 / CK14, KRT17 – citoqueratina 17 / CK17. 50 

Figura 8: ilustra la significación prognóstica de FOXC1 en el cáncer de mama humano. A, curvas de Kaplan-Meier de 
supervivencia global usando datos procedentes de conjunto de datos de van de Vijver et al (van de Vijver et al. 
2002). La supervivencia global se estratificó por subtipos moleculares (izquierda), la firma génica de FOXC1 (centro), 
y los niveles de ARNm de FOXC1 (derecha). B, curvas Kaplan-Meier de supervivencia global en pacientes negativos 
para nodos linfáticos procedentes del mismo conjunto de datos. C, curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de 55 
metástasis cerebral (izquierda) y ósea (derecha) usando datos del conjunto de datos de Wang et al (Wang et al. 
2005) estratificados por subtipos moleculares. D, curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de metástasis cerebral 
y ósea estratificadas por niveles de ARNm de FOXC1 procedentes del mismo conjunto de datos. 
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Figura 9: ilustra la potencia prognóstica de la expresión de FOXC1 en cánceres de mama humanos. A, curvas 
Kaplan-Meier de supervivencia global usando datos de un conjunto de datos de microsistema de 232 muestras 
(Herschkowitz et al. 2007) con información clínica ligada. B, curvas Kaplan-Meier de supervivencia global usando 
datos de un conjunto de datos de microsistema de 122 muestras (Sorlie et al. 2003) con información clínica ligada. 
C, curvas Kaplan-Meier de supervivencia global usando datos de un conjunto de datos de microsistema de 159 5 
muestras (Pawitan et al. 2005) con información clínica ligada. La supervivencia global se muestra de acuerdo a 
subtipos moleculares (izquierda) y niveles de ARNm de FOXC1 (derecha). 

Figura 10: es una curva de operador receptor (ROC)-área bajo la curva (AUC) para la expresión de FOXC1 para 
predecir el cáncer de mama de tipo basal. (Parker et al. 2009). 

Figura 11: muestra los efectos de la sobreexpresión y bloqueo de FOXC1 en células de cáncer de mama. A, 10 
proliferación celular (izquierda), migración (centro) e invasión (derecha) de células MDA-MB-231 que sobreexpresan 
FOXC1 o vector. B, proliferación celular, migración e invasión de células de 4T1 que expresan ARNsh de FOXC1 o 
de control. *, P < 0,05, frente al control. C, morfologías de control y células 4T1 ARNsh FOXC1 en cultivo monocapa. 
D, imágenes representativas de células de control y 4T1 ARNsh FOXC1 cultivadas en tridimensional (3-D), Matrigel 
(izquierda) y agar suave (derecha). Barra, 135 μm. 15 

Figura 12: muestra los efectos de la sobreexpresión de FOXC1 en células de cáncer de mama humano y en células 
MCF-10A. A, se transfectó FOXC1 de manera estable en células de cáncer de mama MCF-7. La proliferación celular 
(izquierda), el crecimiento independiente de anclaje (centro-izquierda), la migración (centro-derecha) y la invasión 
(derecha) de células que expresan FOXC1 o vector se midieron usando ensayos de MTT, agar blando y cámara de 
Boyden. *, P < 0,05 frente al control de vector. B, la expresión de ciclina D1 y marcadores fibroblásticos en células 20 
MDA-MB-231 que sobreexpresan FOXC1 o el vector de control fue examinada mediante inmunotinción. C, los 
niveles de integrinas β4 y β1 en células MDA-MB-231 que sobreexpresan FOXC1 o el vector de control se midieron 
mediante citometría de flujo. *, P < 0,05 frente al control de vector. Cabe destacar que se obtuvieron los mismos 
resultados con células MCF-7. D, la expresión de MMP2 y MMP9 se midió mediante ELISA. Las barras representan 
la media ± SD (n = 3). *, P < 0,05 frente al control de vector. E, morfologías de células epiteliales mamarias humanas 25 
MCF-10A que sobreexpresan el vector o FOXC1 (izquierda) e inmunotinción de marcadores luminales (E-caderina) y 
basales (P-caderina) en las mismas células. 

Figura 13: muestra los efectos del bloqueo de FOXC1 en células de cáncer de mama humano. A, se compararon los 
niveles de proteína FOXC1 en células de cáncer de mama MCF-7, BT549 y 4T1 (referido a la Figura 2C). B, 
inmunotinción de FOXC1 en células 4T1 que expresan ARNsh de control o de FOXC1. C, la proliferación celular 30 
(izquierda), la migración (centro) y la invasión (derecha) de células BT549 que expresan ARNsh 19 de control o de 
FOXC1 se midió usando ensayos MTT y de cámara de Boyden. *, P < 0,05 frente al control. D, inmunotinción de 
FOXC1 en células BT549 que expresan ARNsh de control o de FOXC1. 

Figura 14: es una curva Kaplan-Meier de supervivencia global usando datos de microsistema procedentes de 58 
tumores amplificados de HER2. Se observó que la expresión de ARNm de FOXC1 semicuantitativa por encima del 35 
percentil 50 es un predictor significativo de una mala supervivencia (p=0,0313 en análisis univariable). En análisis 
multivariable, cuando se controla la edad, el tamaño del tumor y el estatus nodal, una expresión de ARNm de 
FOXC1 superior al valor de corte del percentil 50 es un pronosticador independiente de una mala supervivencia (HR 
2,54, 95% IC 1,21-5,33, p=0,0138). El estatus nodal y la edad no fueron pronosticadores significativos en el análisis 
multivariable (Staaf et al. 2010). 40 

Figura 15: es un diagrama de flujo de la identificación del paciente, la recolección de muestras y el procesamiento de 
tejido para la determinación inmunohistoquímica de ER, PR, HER2, CK5/6, CK14 y FOXC1. 

Figura 16: muestra curvas Kaplan Meier de supervivencia global a 5 años de pacientes de cáncer de mama 
agrupados según (A) el estatus de expresión de proteína FOXC1 según se determina en inmunohistoquímica 
estándar, donde se demuestra que la expresión positiva de FOXC1 es un predictor significativo de supervivencia 45 
global, independiente del valor de corte empleado; y (B) modelos de biomarcador inmunohistoquímico surrogados de 
subtipo molecular que utilizan 3 valores de corte diferentes para definir la expresión positiva de FOXC1. Al nivel de 
expresión de proteína determinado mediante IHC se le asignó una puntuación de entre 0 (despreciable o sin 
expresión) y 3 (expresión elevada). Los tres valores de corte fueron: 0 frente a 1, 2, 3; 0, 1 frente a 2, 3; ó 1, 2, 3 
frente a 3. 50 

Figura 17: muestra curvas Kaplan Meier de supervivencia global a 5 años de pacientes de cáncer de mama 
agrupados según (A) el estatus de fenotipo triple negativo (TNP), el estatus de expresión de citoqueratina (CK) basal 
y el estatus de expresión de proteína FOXC1 determinados con inmunohistoquímica estándar; y (B) 3 modelos de 
panel de biomarcador inmunohistoquímico surrogado de subtipo molecular de cáncer de mama – 1) el panel de 3 
biomarcadores clásicos que comprende ER, PR y HER2, 2) un panel de 5 biomarcadores que comprende los 55 
anteriores receptores en combinación con biomarcadores de tipo basal tradicionales, CK5/6 basal y CK14 basal, y 3) 
un panel de 4 biomarcadores que comprende ER, PR y HER2, en combinación con FOXC1. 

ES 2 546 410 T3

 



 6 

Figura 18: ilustra que la expresión de FOXC1 está asociada de forma negativa a la expresión de ERα en el cáncer 
de mama humano. (A) Análisis de datos de microsistema de la asociación entre la expresión de FOXC1 y la de ERα 
en cánceres de mama humanos. Los niveles de ARNm de FOXC1 en cáncer de mama se muestran en gráficos de 
recuadros. Se llevó a cabo un estudio de t de student usando el software Oncomine. Se presentan los resultados de 
seis conjuntos de datos representativos [(Ginestier et al., 2006; Lu et al., 2008; Richardson et al., 2006; Sorlie et al., 5 
2001; Zhao et al., 2004) y la base de datos Oncology-Breast Samples Project (Bittnet et al.) del “International 
Genomics Consortium” (IGC) en https://expo.intgen.org/expo/public]. (B) Se muestra la expresión de FOXC1 en 
líneas celulares de cáncer de mama humano positivas o negativas en ERα por inmunotinción. 

Figura 19: muestra los niveles de ARNm de FOXC1 en tejidos de cáncer de mama humano mostrados en gráficos 
de recuadro. Los análisis de datos de microsistemas de la asociación entre la expresión de FOXC1 y Erα en 10 
cánceres de mama humanos se muestran para (A) el conjunto de datos de Pollock et al; (B) el conjunto de datos de 
Perou et al; (C) el conjunto de datos de Sorlie et al; y (D) el conjunto de datos de Schuet et al. Se muestra que la 
expresión de FOXC1 está asociada de forma negativa con la expresión de ERα en cáncer de mama. Se llevó a cabo 
un estudio de t de student usando el software Oncomine. 

Figura 20: ilustra que la FOXC1 regula a la baja la expresión de ERα. (A) Los niveles de ARNm de FOXC1 y ERα en 15 
células MCF-7 que sobreexpresan vector o FOXC1 se midieron mediante RT-PCR (izquierda) y RT-PCR en tiempo 
real (centro y derecha). (B) Niveles de proteína de FOXC1, ERα y genes PR y IRS-1 regulados por ERα en células 
MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 o vector se midieron mediante inmunotinción. (C) Se transfectó de forma 
temporal FOXC1 en células MCF-7. Se llevó a cabo una tinción de inmunofluorescencia de FOXC1 (verde) y ERα 
(rojo). El ADN nuclear (azul) se tiñó con DAPI. Aumentos: x400. (D) Las células MCF-7 fueron transfectadas de 20 
forma temporal con la construcción indicadora ERE-luc y la construcción FOXC1 o el vector de control. Las células 
fueron tratadas con 17β-estradiol (E2) 10-8 M durante 24 h, y a continuación fueron lisadas. Se midió la actividad de 
luciferasa y se normalizó respecto a la actividad de β-galactosidasa. Los datos representan la media ± SD de tres 
experimentos independientes. 

Figura 21: es una inmunotinción que ilustra que la FOXC1 regula a la baja la expresión de ERα. Se transfectó 25 
FOXC1 de forma estable en células de cáncer de mama T47D. Los niveles de proteína de FOXC1, ERα, y genes PR 
e IRS-1 regulados por ERα en células T47D que sobreexpresan vector o FOXC1 fueron medidos mediante 
inmunotinción. 

Figura 22: muestra gráficos de líneas (A) y de barras (B-C) que ilustran que la FOXC1 reduce la sensibilidad a 
estrógeno y antiestrógeno en células de cáncer de mama. (A) La proliferación de células MCF-7 de control y que 30 
sobreexpresan FOXC1 en medio libre de suero se midió mediante ensayos MTT. (B) Células MCF-7 de control y que 
sobreexpresan FOXC1 fueron sometidas a ayuno de suero durante 24 h, y a continuación fueron tratadas con E2 10-

8 M durante los periodos de tiempo indicados. La proliferación celular se midió mediante ensayos MTT y se presenta 
como tasas de crecimiento relativas comparadas con el control de vehículo. (C) células MCF-7 de control y que 
sobreexpresan FOXC1 en medio regular fueron tratadas con tamoxifeno 10-6 M durante los periodos de tiempo 35 
indicados. Se midió la proliferación celular se midió mediante ensayos MTT y se presenta como tasas de crecimiento 
relativas frente al vehículo de control. 

Figura 23: muestra que la FOXC1 induce actividad NF-κB en células de cáncer de mama. (A) Se muestran los 
mecanismos de señalización canónica más significativos identificados en los tres subgrupos de cáncer de mama del 
conjunto de datos de Richardson et al usando el software “Ingenuity Pathway Analysis” (tipo basal – (a), HER2 – (b), 40 
Luminal – (c)). Los genes del conjunto de datos que se asociaron a un mecanismo canónico en la base de 
conocimiento del “Ingenuity Pathways” fueron los considerados para análisis. Se usó el test exacto de Fischer para 
calcular un valor-p que determine la probabilidad de que la asociación entre los genes de un subgrupo particular y el 
mecanismo canónico se explique solo por probabilidad. Los mecanismos canónicos mostrados aparecen en orden 
de rango de su Factor de Impacto, el log negativo del valor-p del test exacto de Fischer. (B) Se examinó la expresión 45 
de componentes NF-κB en células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 o el vector mediante inmunotinción. (C) La 
expresión de p65 en células de cáncer 4T1 transducidas de forma estable con ARNsh de control o de FOXC1 se 
examinó mediante inmunotinción. (D) Se aislaron proteínas nucleares de células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 
o el vector de control, seguido de inmunotinción de p65 y la proteína nuclear Lamin A/C. (E) Se aislaron proteínas 
nucleares de células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 o el vector de control. La unión de p65, p50 y c-Rel a 50 
oligonucleótidos de ADN de consenso se determinó mediante ELISA. Los datos representan la media ± SD de tres 
experimentos independientes. (F) Se transfectaron de forma temporal células MCF-7 con NF-κB-luc, FOXC1 y un 
supresor IκBα. Se determinó la actividad NF-κB mediante ensayos de luciferasa. Las barras representan la media ± 
SD de tres experimentos independientes. (G) Se trataron células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 o el vector con 
el inhibidor de IKK BMS-345541 (5 μM). Se midió la proliferación celular en los tiempos indicados mediante ensayos 55 
MTT y se presenta como tasas de crecimiento relativo en comparación con el vehículo de control. 

Figura 24: muestra que la NF-κB regula a la baja el ERα en células de cáncer de mama. (A) Se examinó mediante 
inmunotinción la expresión de p65 y ERα en células MCF-7 transfectadas con p65 o el vector durante 48 h. (B) Se 
examinó por inmunotinción la expresión de ERα, PR e IRS-1 en células MCF-7 tratadas con el inhibidor de IKK BMS-
345541 (5 μM) durante 24 h. (C) Se transfectaron de forma temporal células MCF-7 con ERE-luc y ERα o p65, y a 60 
continuación se trataron con E2 10-8 M durante 24 h. Se determinó la actividad de ER mediante ensayos de 
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luciferasa. Las barras representan la media ± SD de tres experimentos independientes. (D) Se llevaron a cabo 
ensayos ChIP tal como se describe en la sección de Materiales y Métodos. Se utilizaron anticuerpos contra proteína 
p65 para inmunoprecipitar complejos p65-ADN. El control de entrada fue el 1% del sobrenadante de proteína-
cromatina sometido a ensayos ChIP. La región de promotor ERα amplificada es -420/-280 (derecha). 

Figura 25: muestra que la NF-κB regula a la baja ERα en células de cáncer de mama. Se examinó la expresión de 5 
ERα en células MCF-7 transfectadas con p65 o el vector durante 48 h mediante RT-PCR en tiempo real. Los datos 
representan la media ± SD de tres experimentos independientes. *, P < 0,05 frente al control de vector. 

Figura 26: muestra perfiles de inmunotinción representativos de CK5/6, CK14 y FOXC1 en especímenes de cáncer 
de mama FFPE según el subtipo molecular. 

Descripción detallada 10 

En la presente memoria se proporciona un método para clasificar un tumor que usa un biomarcador teranóstico con 
significación prognóstica independiente. Un biomarcador teranóstico proporciona información relevante para la 
diagnosis, la prognosis y el tratamiento de cáncer en un sujeto. 

El término “biomarcador teranóstico” o una “clasificación teranóstica” tal como se usan en la presente memoria 
significan un biomarcador o clasificación particular que, además de proporcionar información diagnóstica y 15 
prognóstica significativa, también proporciona información útil para optimizar el tratamiento de un sujeto que tiene 
una enfermedad tal como cáncer. Las realizaciones descritas en la presente memoria proporcionan una estrategia 
teranóstica para clasificar, diagnosticar, pronosticar y tratar el cáncer. En términos prácticos, esto significa que un 
biomarcador teranóstico o una clasificación teranóstica puede identificar qué sujetos y qué tumores se ajustan más a 
una terapia particular, y también proporciona una retroalimentación sobre la eficacia de un fármaco a fin de 20 
demostrar o determinar cómo de bien debería funcionar o funciona un fármaco para optimizar la terapia o los 
regímenes de terapia. También puede identificar qué sujetos son resistentes a una terapia particular o regímenes de 
terapia particulares. 

En una realización, el biomarcador teranóstico puede ser específico para una enfermedad, tal como cáncer de 
mama, o puede ser un biomarcador de enfermedad general. El biomarcador teranósticos es FOXC1. La FOXC1 se 25 
usa en conjunción con otros biomarcadores moleculares que son relevantes para un tipo particular de tumor o 
cáncer. La FOXC1 se puede usar en conjunción con el estatus de receptor de estrógeno (ER), de receptor de 
progesterona (PR) y de receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2; también conocido como 
ErBb2mer-2/Neu), para uso en un método de clasificación teranóstica, diagnosis, prognosis y tratamiento de cáncer 
de mama y sus subtipos. En algunas realizaciones, dichos métodos son útiles para distinguir entre los subtipos de 30 
cáncer de mama de tipo basal, que incluyen los subtipos de cáncer de mama de tipo basal híbridos que exhiben 
tanto características de cáncer de mama de tipo basal como una o más características de otro subtipo, tal como el 
luminal o el enriquecido en HER2. 

En una realización, los métodos descritos en la presente memoria incluyen proporcionar una muestra de tejido de 
tumor. La muestra de tejido de tumor puede ser una muestra de tumor congelada fresca, una muestra fijada en 35 
formalina y embebida en parafina (FFPE), un cultivo celular primario o cualquier otro tejido adecuado para 
determinar un nivel de expresión de un biomarcador. La muestra de tejido tumoral es una muestra de tejido de tumor 
de cáncer de mama. 

En algunas realizaciones, se puede determinar un nivel de expresión de un biomarcador teranóstico tal como 
FOXC1 en una muestra de tejido tumoral mediante métodos cualitativos o cuantitativos tales como 40 
inmunohistoquímica (IHC) o inmunocitoquímica (ICC), reacción en cadena de polimerasa de transcripción inversa no 
cuantitativa o cuantitativa (RT-PCR o qRT-PCR), microsistema de proteínas o de ADNc o mediante un ensayo 
QuantiGene® (Panomics). El nivel de expresión puede ser una medida de la expresión de ARNm o de la expresión 
de proteína. Los datos así obtenidos se pueden usar para desarrollar un nivel de expresión de corte o un índice 
prognóstico numérico, FOXC1 ScoreTM, para ayudar en la estratificación prognóstica clínica de subconjuntos 45 
específicos de pacientes con cáncer de mama (y/u otros cánceres que incluyen, aunque sin limitación, melanoma, 
tumores neuroendocrinos, tumores cerebrales tales como glioblastoma multiforme, astrocitoma y otros cánceres 
cerebrales, cáncer de célula renal, sarcomas (tales como sarcoma sinovial) y leucemia. El índice prognóstico 
numérico FOXC1 ScoreTM puede calcularse a partir de una curva de calibrado generada representando valores qRT-
PCR de expresión de ARNm de FOXC1 frente a la medida de un resultado clínico específico tal como supervivencia 50 
global (OS, del inglés “overall survival”), supervivencia específica de cáncer de mama, supervivencia libre de 
recurrencia, supervivencia libre de metástasis, otras medidas de resultado o prognósticas adecuadas. El índice 
prognóstico numérico FOXC1 ScoreTM puede usarse para determinar la prognosis de un sujeto y también puede 
usarse con fines de gestión clínica para seguir la evolución de la eficacia o para optimizar la eficacia de uno o más 
regímenes de terapia. 55 
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Clasificación molecular de subtipo de cáncer de mama 

La clasificación molecular de cáncer de mama ha identificado subtipos específicos, a menudo denominados subtipos 
“intrínsecos”, con implicaciones clínicas y biológicas, que incluyen un subtipo luminal intrínseco, un subtipo 
enriquecido en HER2 intrínseco (también denominado subtipo HER2+ o ER7HER2+) y un subtipo de cáncer de 
mama de tipo basal (BLBC) intrínseco. (Perou et al. 2000). La identificación de los subtipos intrínsecos 5 
habitualmente se ha llevado a cabo mediante una combinación de métodos, que incluyen (1) la detección 
histopatológica, (2) el estatus de expresión de ER, PR y HER2 y (3) la detección de marcadores celulares 
característicos. 

El cáncer de mama de tipo basal, que expresa genes característicos de células epiteliales basales en la glándula 
mamaria normal, comprende hasta un 15%-25% de todos los cánceres de mama (Kreike et al. 2007) y está asociado 10 
al peor pronóstico entre todos los tipos de cáncer de mama. Los BLBCs subexpresan el receptor de estrógeno (ER-), 
el receptor de progesterona (PR-) y el receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2-) y abarcan 
entre el 60% y el 90% de los denominados cánceres de mama “triple negativos” (ER-/PR-/HER2-). Aunque la 
mayoría de los cánceres de mama de tipo basal a menudo son denominados triple negativos en base al estatus de 
expresión de ER, PR y HER2, no todos los cánceres de mama de tipo basal son triple negativos. Así, el subtipo de 15 
cáncer de mama de tipo basal intrínseco puede dividirse adicionalmente en al menos tres subtipos distintos descritos 
en la presente memoria como subtipos de cáncer de mama de tipo basal “híbridos”. Además de un subtipo triple 
negativo híbrido, los subtipos de cáncer de mama de tipo basal híbridos presentan perfiles que se asemejan tanto al 
cáncer de mama de tipo basal como a al menos otro subtipo molecular de cáncer de mama. Por ejemplo, los 
subtipos de tipo basal híbridos puede incluir un subtipo híbrido de tipo basal/HER2+ que tiene un perfil de receptores 20 
de ER-/PR-/HER2+, un subtipo híbrido de tipo basal/luminal que tiene un perfil de receptores de ER+/PR-ó+/HER2-ó+, y 
un subtipo híbrido de tipo basal/triple negativo que tiene un perfil de receptores de ER-/PR-/HER2-. La existencia y la 
significación de estos subtipos de tipo basal híbridos no han sido reconocidas previamente, pero puesto que 
representan algunos de los subtipos de cáncer de mama más agresivos y resistentes al tratamiento, los métodos 
descritos en la presente memoria son importantes para mejorar la diagnosis, la prognosis y el tratamiento de esta 25 
enfermedad. Las expresiones “cánceres de mama de tipo basal”, “subtipos de tipo basal”, “tumores de tipo basal”, 
“BLBCs” y otros similares tal como se usan en la presente memoria pretenden abarcar todos los cánceres y tumores 
que presentan características del subtipo BLBC, que incluyen el subtipo BLBC intrínseco, el subtipo BLBC híbrido 
triple negativo, y cualquier otro subtipo de tipo basal híbrido descrito en la presente memoria que pueda presentar 
marcadores asociados a luminal, HER+ u otro subtipo clasificado previamente. 30 

El subtipo enriquecido en HER2 intrínseco (también descrito como subtipo HER2+ o ER-/HER2+) se caracteriza por 
la subexpresión de los receptores hormonales ER y PR y la sobreexpresión de HER2 (ER-/PR-/HER2+). El subtipo 
enriquecido en HER2 está asociado a un mal pronóstico. 

El subtipo de cáncer de mama luminal intrínseco se caracteriza por la expresión o la sobreexpresión de ER y/o PR 
(ER+ y/o PR+). El subtipo luminal puede dividirse adicionalmente en base al estatus de HER2 en el subtipo luminal A, 35 
que se caracteriza adicionalmente por la subexpresión de HER2 (ER+/PR+ó-/HER-), y el subtipo luminal B, que se 
caracteriza adicionalmente por la sobreexpresión de HER2 (ER+/PR+ó-/HER+). Los subtipos luminales intrínsecos a 
menudo se consideran el subtipo de cáncer de mama más tratable y están asociados al mejor pronóstico. 

Aunque el ER y el HER2 guían el tratamiento de cánceres de mama luminales y HER2, respectivamente, la 
quimioterapia sigue siendo la única modalidad de terapia sistémica para el BLBC. Afectando preferencialmente a 40 
mujeres más jóvenes, en particular a mujeres afroamericanas, los BLBCs están asociados a un alto grado 
histológico, un comportamiento clínico agresivo y una tasa elevada de metástasis al cerebro y el pulmón (Carey et 
al. 2006). Al contrario que otros subtipos de cáncer de mama, parece no haber correlación entre el tamaño tumoral y 
la metástasis a nodos linfáticos en los BLBCs (Dent et al. 2007). Un mejor entendimiento de los mecanismos de 
señalización, de la base biológica y de los mecanismos moleculares del cáncer de mama de tipo basal triple 45 
negativo, y de los otros subtipos de tipo basal híbridos descritos antes, permite la identificación de biomarcadores 
precisos para una diagnosis, prognosis y terapia dirigida tempranas. 

Los BLBCs están asociados a la expresión de citoqueratinas basales (CK5/6, CK14 y CK17), receptor de factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR), c-kit y p-53, y asociados a la ausencia de expresión de ER, PR y HER2. Con una 
amplia variedad de genes asociados, los BLBCs han sido definidos de forma diferente en diferentes estudios usando 50 
un conjunto de marcadores diagnósticos. Por ejemplo, Nielsen et al. definieron el BLBC en base a la expresión 
negativa de ER y la expresión negativa de HER2, además de la expresión positiva de citoqueratina basal, EGFR y/o 
c-kit (Nielsen et al. 2004). Por otro lado, otros grupos han definido el BLBC en base a una combinación de expresión 
negativa de ER y HER2, y expresión positiva de CK5, P-caderina y p63 (Elsheikh et al. 2008) o expresión positiva de 
vimentina, EGFR y CK5/6 (Livasy et al. 2006). Estas estrategias técnicas diferentes en combinación con cohortes de 55 
pacientes ampliamente variables pueden explicar los resultados experimentales inconsistentes obtenidos para estos 
marcadores. 

La identificación del subtipo de tipo basal usando inmunohistoquímica (IHC) para detectar receptores hormonales 
solos es menos deseable que detectar un biomarcador teranóstico, porque la identificación se basa en la ausencia 
de tinción de IHC para el receptor de estrógeno (ER), receptor de progesterona (PR) y receptor 2 de factor de 60 
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crecimiento epidérmico humano (HER2) más que la presencia de un marcador o marcadores tumorales específicos. 
Su diagnosis es más una de exclusión que de inclusión. A menudo el cáncer de mama de tipo basal se denomina de 
forma sinónima como “triple negativo” (es decir, ER-/PR-/HER2-), sin embargo, no todos los cánceres de mama triple 
negativos son de tipo basal, y no todos los cánceres de mama de tipo basal son triple negativos. Aunque otros 
marcadores moleculares han sido asociados al cáncer de mama de tipo basal, tal como se ha descrito 5 
anteriormente, dichos marcadores no son exclusivos de dicho cáncer de mama de tipo basal y por tanto no son 
adecuados para uso como marcadores únicos. La mejor alternativa de método conveniente, potencialmente objetivo 
y realista para identificar cánceres de tipo basal en la práctica clínica sería a través de la detección positiva de un 
marcador o marcadores moleculares definitivos. La identificación de FOXC1 como regulador predominante del 
fenotipo de tipo basal puede proporcionar una estrategia pragmática para distinguir este subgrupo de cáncer de 10 
mama en la diagnosis clínica, resultando en última estancia en una supervivencia mejorada. 

FOXC1 como biomarcador para cáncer de mama de tipo basal 

Tal como se describe en los ejemplos incluidos más adelante, se identificaron biomarcadores específicos para BLBC 
y se analizaron sistemáticamente usando un conjunto de genes intrínsecos (IGS, del inglés “intrinsic gene set”) de 
306 miembros (Hu et al. 2006) además de otros marcadores individuales publicados para BLBC usando múltiples 15 
conjuntos de datos de microsistema. Se usó el grado de correlación de cada gen individual con el subtipo de tipo 
basal en base a la expresión de ARNm para identificar genes altamente específicos de BLBC. El factor de 
transcripción FOXC1 emergió como el primer gen de la lista. Por lo tanto, se estableció la significación diagnóstica y 
prognóstica de FOXC1 y se caracterizó adicionalmente su función en la regulación de las funciones celulares del 
cáncer de mama. 20 

Los factores de transcripción de caja Forkhead, que incluyen la caja de Forkhead C1 (FOXC1, también conocido 
como forkhead de tipo 7 (FKHL7)), son factores de transcripción que se caracterizan por un dominio común de unión 
a ADN de hélice alada de 100 aminoácidos denominado dominio de caja de forkhead, y desempeñan funciones 
importantes en la regulación de la expresión de genes implicados en el crecimiento celular, la supervivencia, el 
desarrollo de mesoderma embriónico de diferenciación, la migración y la longevidad (Nishimura et al., 1998). El gen 25 
FOXC1/FKHL7 y sus secuencias de proteína son conocidos y se pueden obtener en el GenBank (secuencia 
codificadora; SEQ ID NO: 13) y AAE63616 (secuencia de aminoácidos; SEQ ID NO: 14), cuyas secuencias se 
incorporan como referencia en su totalidad tal como se establece completamente en la presente memoria). Como 
resultado de los estudios descritos en la presente memoria, se ha determinado que la expresión de FOXC1 en el 
cáncer de mama humano, tanto en el ARNm como a nivel proteico, se produce de forma consistente y 30 
exclusivamente en los cánceres de mama de tipo basal. Adicionalmente, en una comparación directa con otros 
biomarcadores sugeridos de cáncer de mama de tipo basal, y tal como se demuestra de forma estadísticamente 
significativa en los análisis tanto univariable como multivariable descritos en los ejemplos de más adelante, el 
FOXC1 ha emergido como el biomarcador más indicativo y más característico para BLBCs, por su capacidad para 
diagnosticar, pronosticar y tratar el BLBC. 35 

Una característica importante de los resultados anteriores es la naturaleza exclusiva de la asociación entre el 
FOXC1 y los cánceres de mama de tipo basal: su expresión es elevada solo en los subtipos moleculares de tipo 
basal de cánceres de mama. 

Tal como se ha mencionado anteriormente, aunque se describen muchos genes como biomarcadores 
característicos de determinados tipos de cáncer, y se han descrito muchos otros como de importancia funcional en la 40 
supervivencia y el mantenimiento del fenotipo maligno, muy pocos han demostrado presentar una significación 
prognóstica robusta. Esto se debe a que muy pocos son críticos en sí mismos y en su lugar son parte de 
entramados extremadamente grandes y complejos de biomoléculas cuya función global no puede ser determinada a 
menos que se identifiquen las moléculas que son más centrales y pivotales dentro del entramado. El FOXC1 ha 
demostrado ser de una significación prognóstica extremadamente elevada, siendo predictivo de la elevada tasa de 45 
mortalidad y metástasis asociada a los cánceres de mama de tipo basal. 

Tanto los cánceres de mama triple negativos de tipo basal como los cánceres de mama de tipo basal híbrido (HER2 
y luminal) presentan una tasa elevada de metástasis al cerebro, una complicación devastadora de esta temida 
enfermedad. Los estudios descritos en la presente memoria demuestran que una firma génica de 30 miembros 
asociada al FOXC1 es predictiva de la metástasis específica de cerebro observada en los anteriores dos subtipos de 50 
cáncer de mama. 

La significación clínica de la expresión de FOXC1 no se restringe al cáncer de mama, si no que puede extenderse a 
otros cánceres, que incluyen, aunque sin limitación, melanoma, tumores neuroendocrinos, tumores cerebrales (tales 
como glioblastoma multiforme, o astrocitoma), cáncer de célula renal, sarcomas (tales como sarcoma sinovial) y 
leucemia. Se ha demostrado que la expresión de FOXC1 define de forma característica y exclusiva los subconjuntos 55 
biológica y clínicamente agresivos de dichos cánceres y puede usarse como biomarcador diagnóstico y como 
biomarcador prognóstico para estos tipos de cáncer específicos. Adicionalmente, de forma similar al cáncer de 
mama de tipo basal, el FOXC1 es una diana terapéutica adecuada para estos tipos de cáncer específicos. 
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Los descubrimientos anteriormente descritos tienen claras e importantes implicaciones en el campo de la medicina 
personalizada y de los cuidados de cáncer personalizados, puesto que la detección del estatus de FOXC1 de los 
conjuntos específicos descritos de pacientes con cáncer de mama (y/u otros cánceres como el cáncer gástrico y el 
cáncer de colon) permite intervenciones terapéuticas más específicas y a medida con una mayor probabilidad de 
detener la progresión de la enfermedad, extender de la esperanza de vida o incluso alcanzar una cura. 5 

En algunas realizaciones, un método de uso para un biomarcador teranóstico tal como FOXC1 comprende un 
algoritmo para su uso clínico potencial como herramienta diagnóstica. El FOXC1 se usa junto con otros 
biomarcadores como HER2, ER y PR. Por ejemplo, en el cáncer de mama triple negativo, el algoritmo puede incluir 
las siguientes etapas. En primer lugar, un paciente con una anormalidad detectada mediante una IRM de mama o 
una mamografía, o que ha tenido observaciones en un examen clínico, se designa como sospechoso de padecer 10 
cáncer de mama. A continuación, el paciente sería sometido a una biopsia FNNCore/biopsia escisional para obtener 
un tejido del tumor. A continuación, un examen patológico rutinario del anterior tejido tumoral establece la diagnosis 
del cáncer de mama. El tejido tumoral sería sometido entonces a tinción inmunohistoquímica (IHC) para ER, PR y 
HER2. A los pacientes que resultan triple negativos (es decir ER-/PR-/HER2-) se les evaluarían sus tejidos 
adicionalmente mediante IHC para determinar FOXC1. A continuación, a los pacientes que resulten positivos de 15 
FOXC1 se les puede diagnosticar de forma definitiva cáncer de mama triple negativo de tipo basal. 

En otra realización, el biomarcador teranóstico FOXC1 se usa como herramienta prognóstica. El FOXC1 se usa para 
predecir la prognosis de factores que incluyen, aunque sin limitación, la supervivencia global, la supervivencia libre 
de recurrencia, la propensión a desarrollar una metástasis distante o el tiempo para desarrollar una metástasis 
distante (tal como metástasis cerebral), o la propensión a resistencia a un régimen de terapia dirigida contra el 20 
cáncer. La expresión “propensión a resistencia” a un régimen de terapia dirigida contra el cáncer tal como se usa en 
la presente memoria puede ser un predictor de resistencia o un predictor de eficacia reducida (es decir, la terapia es 
menos efectiva desde el inicio del tratamiento) de un régimen de terapia dirigida contra el cáncer en un paciente de 
cáncer. Un nivel elevado de FOXC1 (tanto de proteína como de ARN) predice una mala prognosis de dichos factores 
(es decir, una supervivencia global reducida, una supervivencia específica de enfermedad reducida, una 25 
supervivencia libre de recurrencia reducida, un aumento de la tasa de metástasis loco-regional y distante) en 
comparación con los niveles bajos de FOXC1 en subconjuntos específicos de pacientes de cáncer de mama (y/u 
otros cánceres que incluyen aunque sin limitación melanoma, tumores neuroendocrinos, tumores cerebrales –tales 
como glioblastoma multiforme, astrocitoma, cáncer de célula renal, sarcomas –tal como sarcoma sinovial, y 
leucemia). 30 

En una realización, el uso de FOXC1 como herramienta prognóstica incluye un algoritmo. Por ejemplo, el algoritmo 
puede incluir las siguientes etapas, usando como ejemplo el cáncer de mama triple negativo. En primer lugar, para 
un sujeto cuyas muestras son cualitativamente positivas para FOXC1 en base a IHC, se envían sus muestras para 
continuar con un análisis cuantitativo del nivel de FOXC1 usando una RT-PCR u otra técnica cuantitativa tal como un 
ensayo QuantiGene® (Panomics). En base al valor cuantitativo de la expresión de FOXC1 obtenido de este modo, 35 
se calcula un Índice Prognóstico numérico FOXC1 ScoreTM para el paciente individual, que ayudará a determinar 
una estimación específica para el paciente de supervivencia global, supervivencia libre de recurrencia, tiempo a 
metástasis distante y tipo de metástasis asociada al cáncer de mama triple negativo de tipo basal. Este método 
posibilita una atención médica personalizada para los pacientes de BLBC. 

FOXC1 reprime la expresión de receptor de estrógeno α en células de cáncer de mama humano a través del 40 
incremento de la señalización de Factor Nuclear κB (NF-κB) 

La hormona esteroidea sexual estrógeno desempeña funciones importantes en el desarrollo de las glándulas 
mamarias normales y del cáncer de mama (Dhasarathy et al., 2007). Los efectos más establecidos del estrógeno 
están mediados por su unión directa a dos receptores nucleares, el receptor de estrógeno (ER) α y β (Couse y 
Korach, 1999; Kuiper et al., 1997). Ambos receptores son factores de transcripción que inducen la expresión de 45 
muchos genes relacionados con el cáncer de mama. Aunque el Erβ se expresa en el cáncer de mama, su papel en 
la progresión del cáncer no está claro (Fuqua et al., 2003). Por otro lado, el papel del ERα en el cáncer de mama 
humano está bien establecido. Más del 60% de los cánceres de mama humanos son positivos para ERα (Keen y 
Davidson, 2003). Es un factor prognóstico para el cáncer de mama y se correlaciona con un mayor grado de 
diferenciación tumoral y un aumento de la supervivencia libre de enfermedad (Osborne, 1998). Por tanto, la 50 
expresión de ERα define un subgrupo de pacientes de cáncer de mama que, en general, presentan una prognosis 
más favorable que los pacientes con tumores negativos para ERα (Zhao et al., 2008). El ERα también es una diana 
para la terapia antiestrógenos y un marcador predictivo para la respuesta a terapia (Park y Jordan, 2002). 

Existe un interés tremendo por entender los mecanismos mediante los cuales se modula la expresión y la 
señalización del ERα en el cáncer de mama, y por explotar dicho conocimiento para desarrollar y mejorar 55 
intervenciones terapéuticas dirigidas al ERα. Aunque se han identificado varios factores de transcripción o proteínas 
de señalización como reguladores de ERα, los eventos celulares y moleculares que regulan la expresión de ERα en 
los tumores todavía no se entienden bien. Adicionalmente, la relevancia clínica y la significación biológica de dichas 
regulaciones siguen aún bajo investigación. Se observó que el p53 se une al promotor de ERα y regula de forma 
positiva la transcripción de ERα en células de cáncer de mama (Shirley et al., 2009). Por el contrario, otro estudio 60 
mostró que la activación de p53 disminuye la actividad transcripcional del ERα elevando el factor de transcripción 
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factor 4 de tipo Kruppel, que puede interferir con la función de unión a ADN del ERα (Akaogi et al., 2009). De forma 
similar, se ha observado que el gen supresor del tumor BRCA1 activa o inhibe la expresión de ERα en diferentes 
estudios (Hosey et al., 2007; Rosen et al., 2005). El factor de transcripción Oct-1 también puede ser reclutado por el 
promotor ERα para provocar la transcripción de ERα (Hosey et al., 2007). 

En líneas celulares de cáncer de mama, la expresión de ERα se asocia a los niveles de la proteína 3a O de caja 5 
forkhead (FOXO3a) (Guo y Sonenshein, 2004). Un aumento de la expresión de FOXO3a induce la transcripción de 
ERα y niveles de proteína. La FOXO3a se puede unir a dos sitios de unión conservados de forkhead dentro del 
promotor de ERα. Por tanto, la FOXO3a puede representar un mediador intracelular importante de la expresión de 
ERα (Guo y Sonenshein, 2004). Para apoyar este estudio, Belguise et al. Demostraron que el PKCq es elevado en 
cánceres de mama negativos para ERα, activa Akt y con ello desactiva FOXO3a, conduciendo a una reducción de la 10 
síntesis de ERα (Belguise y Sonenshein, 2007). También está bien documentado que la hiperactivación de MAPK 
induce la pérdida de expresión de ERα en células de cáncer de mama (Oh et al., 2001). Tanto el Akt como el MAPK 
pueden estar implicados en la regulación a la baja de ERα por EGFR/HER-2, lo puede dar lugar a una correlación 
inversa entre EGFR/HER-2 y el estatus de ERα en los cánceres de mama (Oh et al., 2001; Saceda et al., 1996). Más 
recientemente, se ha publicado que un receptor A1 de adenosina acoplado a proteína G regula al alza la expresión 15 
de ERα (Lin et al.). Adicionalmente, la expresión de ERα también puede regularse a través de modificación 
epigenética, p.ej., hipermetilación de su promotor, la cual se ha publicado que es la responsable de la pérdida de 
ERα en algunas células de cáncer de mama (Yoshida et al., 2000). 

Tal como se describe en los estudios de la presente memoria, el factor de transcripción de caja forkhead FOXC1 ha 
sido identificado como un marcador importante para el cáncer de mama de tipo basal humano, que carece o sub-20 
expresa el receptor de estrógeno α (ERα). Además, tal como se discute más detalladamente a continuación, se 
demuestra que la expresión de FOXC1 se correlaciona de forma consistente e inversa con la expresión de ERα a 
través del análisis de múltiples conjuntos de datos de microsistemas de ADNc de cáncer de mama humano. La 
sobreexpresión de FOXC1 en células de cáncer de mama positivas para ERα regula a la baja el ARNm y los niveles 
de proteína de ERα, y reduce las respuestas celulares al tratamiento con estradiol y tamoxifeno. La sobreexpresión 25 
de FOXC1 causa un aumento de los niveles de proteína p65, provocando de este modo la supresión de ERα 
mediada por NF-κB. La inhibición farmacológica de NF-κB en células de cáncer de mama MCF-7 que sobreexpresan 
FOXC1 disminuye estos efectos del FOXC1. Considerados en conjunto, estos resultados revelan un mecanismo 
orquestado por FOXC1 que explica la pérdida o la baja expresión de ERα en el cáncer de mama de tipo basal y que 
proporcionan un paradigma para estudiar la regulación de ERα durante la progresión del cáncer de mama. 30 

FOXC1 como diana terapéutica para el cáncer de mama de tipo basal 

Los estudios descritos en la presente memoria demuestran que el FOXC1 desempeña un papel importante en el 
inicio y el mantenimiento de la capacidad agresiva de proliferación celular, invasión y migración que es típica en los 
cánceres de mama de tipo basal. Éstos son atributos de precursor bien aceptados que son necesarios para, y que 
se asocian a, la metástasis en órganos distantes, una característica clínica que se predice mediante el estatus de 35 
FOXC1 de un paciente. 

Los estudios en los que se ataca y bloquea la expresión de FOXC1 reducen drásticamente las anteriores 
características agresivas de las células cancerígenas. Esto demuestra la utilidad del FOXC1 como fármaco 
terapéutico dirigido específicamente a cánceres de mama de tipo basal. 

Aunque la significación clínica de los subtipos de tipo basal híbrido descritos anteriormente no ha sido reconocida 40 
previamente, dichos subtipos son típicamente resistentes a terapia dirigida a receptor, incluso aunque expresen el 
receptor diana. Por ejemplo, el subtipo híbrido de tipo basal/HER2+ es típicamente resistente intrínsecamente a 
terapias dirigidas a HER2+ que incluyen, aunque sin limitación, anticuerpos anti-HER2 (p.ej., trastuzumab 
(Herceptin®), pertuzumab y ertumaxomab) e inhibidores de tirosina quinasa (p.ej., lapatinib)), a pesar de ser positivo 
en HER2. De forma similar, el subtipo híbrido de tipo basal/luminal típicamente es resistente intrínsecamente a 45 
terapias dirigidas a receptor hormonal que incluyen, aunque sin limitación, los moduladores de receptor de estrógeno 
selectivos (SERMs) (p.ej., tamoxifeno), y otras terapias tales como los inhibidores de aromatasa (p.ej., anastazol 
(Arimidex®), exemestano (Aromastin®) y letrozol (Femara®) y anti-estrógenos (p.ej., citrato de toremifeno 
(Fareston®). Esta resistencia o reducción en la eficacia de una terapia de receptor dirigida es indicada por FOXC1. 
Así, el estatus positivo de FOXC1 se puede usar como biomarcador predictivo de la resistencia o de la reducción de 50 
eficacia de una terapia biológica intentada con trastuzumab (Herceptin®) o tamoxifeno en pacientes con cánceres de 
mama híbridos de tipo basal. La administración de una terapia dirigida contra FOXC1 en tumores de subtipo híbrido 
de tipo basal/HER2+ y de tumores de subtipo híbridos de tipo basal/luminal debería restaurar la sensibilidad 
terapéutica a trastuzumab (Herceptin®) y tamoxifeno, respectivamente. 

Los tumores de subtipo híbrido de tipo basal son incluso más agresivos en sus características biológicas y clínicas 55 
que el subtipo molecular (HER2+ o luminal) o el subtipo de tipo basal por sí solos. Por lo tanto, todos los esfuerzos 
en este grupo deberían incluir terapia dirigida de FOXC1, así como terapia dirigida a partir del momento más 
temprano posible desde el diagnóstico. 
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Validado como biomarcador prognóstico, el estatus de FOXC1 se puede utilizar en la toma de decisiones clínicas en 
relación a las recomendaciones para ofrecer una quimioterapia adyuvante estándar, para participar en ensayos 
clínicos de quimioterapia de adyuvantes, para ofrecer quimioterapia neoadyuvante y para participar en ensayos 
clínicos de quimioterapia de neoadyuvantes, para pacientes con cáncer de mama de tipo basal. El estatus de 
FOXC1 también puede utilizarse en la toma de decisiones clínicas en relación a recomendaciones de tratamiento 5 
para un paciente diagnosticado como triple negativo en base a la determinación de que el paciente presente un 
subtipo de BLBC que es resistente a regímenes de tratamiento o tratamientos dirigidos o de otro tipo. Por ejemplo, 
un paciente diagnosticado como triple negativo y FOXCT es probable que sea resistente a la mayoría de las terapias 
dirigidas y/o a quimioterapia, y por tanto puede decidir someterse a tratamientos o regímenes de tratamiento en 
favor de vivir el resto de su vida sin los efectos negativos asociados a menudo a dichos tratamientos. 10 
Alternativamente, un inhibidor de FOXC1 u otra terapia dirigida de FOXC1 puede usarse en conjunción con 
regímenes de quimioterapia adyuvante y neoadyuvante. 

Habiendo descrito la invención en referencia a las realizaciones y ejemplos ilustrativos, los especialistas en la 
técnica pueden apreciar modificaciones de la invención, tal como se describe y es ilustrada, que no se alejen del 
alcance de la invención tal como se describe en la especificación. Los ejemplos se presentan para ayudar a 15 
entender la invención, pero no pretenden limitar su alcance en modo alguno, y no deberían utilizarse para ello. Los 
ejemplos no incluyen descripciones detalladas de métodos convencionales. Dichos métodos son bien conocidos por 
los especialistas en la técnica y están descritos en numerosas publicaciones. 

Ejemplo 1: FOXC1 es un biomarcador prognóstico con significación funcional en el cáncer de mama de tipo 
basal 20 

Las firmas de expresión génica de un subtipo de cáncer de mama de tipo basal (BLBC) han sido asociadas a malos 
resultados clínicos. Tal como se describe a continuación, la sobreexpresión del factor de transcripción FOXC1 se 
muestra como una característica consistente de los BLBC en comparación con otros subtipos moleculares de cáncer 
de mama. Una expresión elevada de FOXC1 predijo una mala supervivencia global en BLBC (P = 0,0001), 
independientemente de otros factores prognósticos clinicopatológicos que incluyen el estatus de nodos linfáticos, 25 
junto con una mayor incidencia de metástasis cerebral (P = 0,02) y una menor supervivencia libre de metástasis 
cerebral en pacientes negativos en nodos linfáticos (P < 0,0001). La sobreexpresión ectópica de FOXC1 en células 
de cáncer de mama aumentó la proliferación celular, la migración y la invasión, mientras que el bloqueo de FOXC1 
mediado por ARNsh dio lugar a los efectos opuestos. Estos descubrimientos identifican el FOXC1 como un 
biomarcador teranóstico que es específico de BLBC, ofreciendo no solo un candidato prognóstico potencial sino 30 
también una diana terapéutica molecular potencial en dicho subtipo de cáncer de mama. 

Materiales y métodos 

Análisis de microsistemas. Conjuntos de datos disponibles públicamente de microsistemas de expresión génica de 
cáncer de mama humano (Richardson et al. 2006; Farmer et al. 2005; Hess et al. 2006; Ivshina et al. 2006; Miller et 
al. 2005; van de Vijver et al. 2002; Herschkowitz et al. 2007; Sorlie et al. 2003; Wang et al. 2005; Pawitan et al. 2005) 35 
que consisten en archivos de datos de nivel de expresión en bruto y la base de datos ExpO Project del “International 
Genomics Consortium” (IGC) en https://expo.intgen.org fueron descargados y analizados usando el software 
Genespring GX 10.0 (Agilent Technologies) (ver la Tabla 1 a continuación). Se analizó un total de 2.073 muestras de 
pacientes de cáncer de mama. Para los sistemas de ADNc (3 de 11 conjuntos de datos), se importaron directamente 
los valores de intensidad de señal normalizada log2 en la plataforma del software Genespring, obtenidos del 40 
respectivo repositorio web público. Para los datos brutos de microsistemas procedentes de los sistemas Affymetrix 
(8 de 11 conjuntos de datos), se obtuvieron las intensidades de señal usando el algoritmo “Robust Multi-chip 
Averaging” (RMA) para llevar a cabo una corrección de fondo, una normalización y una sumarización de datos 
brutos a nivel de sonda. Todos los valores fueron sometidos a una transformación de línea base respecto a la 
mediana de todas las muestras de un conjunto de datos particular en una base de conjunto (por gen)/(por sonda). 45 

Tabla 1. Sumario de conjuntos de datos de microsistemas analizados. 

Nº 
Referencia Nombre sistema Tecnología de 

plataforma 
Tamaño de 

muestra 
Datos IHC 
completos 

Análisis de 
supervivencia 

 

9 

10 

11 

12 

13 

ExpO 

Richardson et al. 

Farmer et al. 

Hess et al. 

Ivshina et al. 

Miller et al. 

Affymetrix U133 plus 2.0 

Affymetrix U133 plus 2.0 

Affymetrix U133A 

Affymetrix U133A 

Affymetrix U133A 

Affymetrix U133A 

250 

47 

49 

133 

249 

251 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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Nº 
Referencia Nombre sistema Tecnología de 

plataforma 
Tamaño de 

muestra 
Datos IHC 
completos 

Análisis de 
supervivencia 

14 

15 

16 

17 

18 

van de Vijver et al. 

Herschkowitz et al. 

Sorlie et al. 

Wang et al. 

Pawitan et al. 

ADNc 

ADNc 

ADNc 

Affymetrix U133A 

Affymetrix U133A 

295 

232 

122 

286 

159 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

Todos los conjuntos de datos de microsistemas usados en este estudio proceden de bases de datos disponibles 
públicamente, y dichas bases de datos requieren que los datos brutos de expresión génica, depositados por los 
investigadores originales, cumplan unos criterios de control de calidad exigentes antes de ser aceptados. 
Adicionalmente, todos los conjuntos de datos han sido publicados previamente en bibliografía y en las referencias 5 
originales se muestran medidas de control de calidad individuales. Como tal, en el presente estudio, se adoptaron 
medidas de control de calidad para confirmar la calidad de los datos establecida previamente, más que como paso 
inicial para documentar la calidad de los datos. El control de calidad de los sistemas se llevó a cabo usando gráficos 
3D de Análisis de Componente Principal (PCA), Controles Internos que comprenden relaciones 3’/5’ para un 
conjunto de grupos de sondas génicas domésticas específicas, y Controles de Hibridación. Una relación de 3’/5’ 10 
superior a 3 se consideró inaceptable (representativa de ARN que comienza a degradarse o de un problema en la 
reacción de síntesis de ADNc). Las intensidades de señal de los tránscritos de control de hibridación pre-mezclados 
sumadas a la mezcla de hibridación en concentración estratificadas conocidas deberían aumentar según es de 
esperar por las concentraciones estratificadas conocidas. Una desviación respecto al perfil de intensidad esperado 
en estos controles, determinado mediante inspección visual de los gráficos de Control de Hibridación, se consideró 15 
inaceptable (representativa de un problema en la hibridación o en el proceso de lavado). En base a estos criterios, 
solo se eliminó un sistema (del conjunto de datos de Richardson et al.) de los 2.073 sistemas examinados. Las 
puntuaciones PCA de cada sistema se representaron en 3D a fin de examinar el patrón de agrupamiento de las 
muestras. Se observaron tres grupos principales en cada conjunto de datos, consistente con la variación biológica 
esperada en dicha población, que da lugar a la segregación en los tres subtipos moleculares –luminal, HER2 y de 20 
tipo basal. Las sondas de los sistemas analizados fueron filtradas en base a valores bandera. En caso contrario 
fueron filtradas en base a los valores de intensidad de señal, de tal modo que se retuvieron los valores entre los 
percentiles 20,0 y 100,0 de un conjunto de datos dado. 

Para la identificación de los subtipos moleculares, empleamos el Set Génico Intrínseco (IGS) de 306 miembros 
habitualmente utilizado (Hu et al. 2006). Solo 293 genes del panel original de 306 genes fueron representados sobre 25 
la plataforma de microsistema de nuestro conjunto de datos de ensayo que fue seleccionado en base a su inclusión 
en muestras de tejido de mama normales (Richardson et al. 2006). Sometimos a todos los conjuntos de datos a un 
algoritmo de agrupamiento jerárquico empleando una métrica de similitud no centrada de Pearson y la regla de 
enlace promedio basada en el IGS de 293 genes. A continuación los conjuntos de datos fueron agrupados en los 
subtipos luminal A/B, HER2 y tipo basal en base al IGS. En el conjunto de datos de Richardson et al se excluyeron 30 
12 muestras, ya que fueron derivadas de preparaciones organoides normales y no de tejido de mama normal, 4 
muestras positivas de BRCA fueron excluidas para reducir la tendencia, 1 muestra se excluyó por no cumplir los 
estándares de control de calidad y 1 muestra clasificada por los autores como de tipo basal fue agrupada con el 
subtipo luminal y por tanto se excluyó del análisis. 

Para determinar la correlación entre el estatus de FOXC1 y el de triple-negativo, realizamos una búsqueda de 35 
conjuntos de datos disponibles públicamente que contuvieran los perfiles de expresión de ER, PR y HER2 de cada 
espécimen de cáncer de mama en base a análisis inmunohistológicos. Solo se identificó un conjunto de datos así, el 
de Hess et al (Hess et al. 2006). 

Los niveles de ARNm relativos medios (intensidad de señal log2 media) de cada gen IGS y de marcadores de BLBC 
publicados en bibliografía (cristalina-αB (Moyano et al. 2006), moesina (Charafe-Jauffret et al. 2007), CD109 40 
(Hasegawa et al. 2008), p-Caderina, EGFR (Nielsen et al., 2004), CK5 (Nielsen et al. 2004; Korsching et al. 2008), 
CK14 (Korsching et al. 2008), CK17 (Korsching et al. 2008), c-Kit (Nielsen et al. 2004), ITGB4 (Lu et al. 2008), y 
FOXC2 (Mani et al. 2007)) fueron determinados según el subtipo molecular. Los valores de expresión para algunos 
genes no estaban distribuidos normalmente, razón por la cual empleamos análisis no paramétrico (Test de Mann-
Whitney) para comparar el grupo de tipo basal con los valores de expresión de grupo de tipo no basal agrupados 45 
(intensidad de señal log2 normalizada) para cada gen. Todos los análisis estadísticos fueron llevados a cabo usando 
el software SAS (versión 9.1.3, Instituto SAS, Cary, NC). Se llevó a cabo un análisis de regresión logístico por pasos 
para identificar el gen más característico del grupo de tipo basal. En vista del pequeño tamaño del conjunto de datos 
de Richardson et al (con covariantes altamente predictivos que dan como resultado la no convergencia), se usó el 
análisis de regresión logística modificado de Firth para reducir la tendencia de la estimación de probabilidad máxima 50 
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de este sistema. La significación estadística de cada uno de estos análisis se definió como P<0,05. Para mantener la 
potencia estadística, se analizó de forma independiente cada conjunto de datos, tal como se muestra a continuación 
en las Tablas 2-5. 

Tabla 2. Análisis estadístico de biomarcador en subgrupos moleculares clasificados mediante IGS en el conjunto de 
datos de microsistema de cáncer de mama de Richardson et al. (2). 5 

Gen 
Media 

Normal ± SD 
(Mediana) 

Media 
Luminal ± SD 

(Mediana) 

Media HER2 
± SD 

(Mediana) 

Media tipo 
basal ± SD 
(Mediana) 

Test de 
Suma de 
Rango de 
Wilcoxon 

Univariable 
(tipo basal 
vs. otro) 
Valor P 

Valor P de 
regresión 
logística 

multivariable† 

FOXC1 

CRYAB 

KRT5 

KIT 

CDH3 

MSN 

KRT17 

EGFR 

KRT14 

CD109 

ITGB4 

FOXC2 

 

-0,11±0,73 (-
0,23) 

-1,87 ±0,39 
(1,87) 

2,98 ± 0,38 
(2,72) 

3,08 ± 0,47 
(3,07) 

1,21 ± 0,43 
(1,35) 

0,18 ± 0,33 
(0,15) 

2,84 ± 0,25 
(2,81) 

0,32 ± 0,40 
(0,39) 

3,44 ± 0,51 
(3,60) 

-0,46±0,62 (-
0,25) 

0,40 ± 0,39 
(0,34) 

0,09 ± 0,13 
(0,07) 

 

-1,63±0,38 (-
1,60) 

-1,61±1,11 (-
1,66) 

-1,17±0,98 (-
1,32) 

-0,93±0,88 (-
1,03) 

-1,13±0,66 (-
1,40) 

-0,32±0,61 (-
0,41) 

-1,03±0,80 (-
1,05) 

-0,50±0,30 (-
0,51) 

-1,30±1,84 (-
0,82) 

-0,45±0,91 (-
0,19) 

-0,32±0,35 (-
0,37) 

-0,01±0,20 (-
0,03) 

 

-0,99±0,71 (-
1,03) 

-1,82±0,78 (-
1,93) 

-1,35±1,02 (-
1,31) 

-1,21±0,76 (-
1,16) 

-0,11±0,92 (-
0,20) 

-0,57±0,44 (-
0,51) 

-0,79±1,13 (-
0,95) 

0,02± 0,67 
(0,19) 

-2,15±1,82 (-
1,49) 

-0,77±1,02 (-
1,08) 

0,24 ± 0,74 
(0,01) 

-0,01± 0,16 
(0,03) 

 

3,61 ± 0,75 
(3,63) 

1,34 ± 1,30 
(1,27) 

0,81 ± 1,48 
(1,14) 

0,60 ± 1,22 
(0,32) 

0,64 ± 1,24 
(0,97) 

0,60 ± 0,88 
(0,70) 

0,92 ± 1,78 
(1,05) 

0,25 ± 0,55 
(0,27) 

0,69 ± 2,53 
(0,59) 

0,46 ± 0,98 
(0,63) 

0,19 ± 0,87 
(0,13) 

0,04 ± 0,26 
(0,01) 

 

< 0,0001 

0,001 

NS 

NS 

0,036 

0,002 

NS 

0,044 

NS 

0,004 

NS 

NS 

 

0,0006 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

 

Los valores de cada columna de subtipo molecular son la media ± SD de la intensidad de señal normalizada log2 
para la sonda de ADNc más representativa para dicho gen. NS, P > 0,05. 

† Análisis de regresión logística modificado de Firth usado para reducir la tendencia de la estimación de 
probabilidad máxima en este sistema (caracterizado por un tamaño de muestra pequeño con covariables altamente 
predictivas que dan como resultado la no convergencia). El tipo basal (sí=1, no=0) fue usado como una variable 
dependiente. 

 

Tabla 3. Análisis estadístico de biomarcador en subgrupos moleculares clasificados mediante IGS en el conjunto de 
datos de microsistema de cáncer de mama de Ivshina et al. (14). 
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Gen Media Luminal ± 
SD (Mediana) 

Media HER2 ± 
SD (Mediana) 

Media tipo 
basal ± SD 
(Mediana) 

Test de Suma de 
Rango de 
Wilcoxon 

Univariable (tipo 
basal vs. otro) 

Valor P 

Valor P de 
regresión 
logística 

multivariable† 

FOXC1 

CDH3 

CRYAB 

EGFR 

KRT17 

KRT5 

MSN 

ITGB4 

KIT 

KRT14 

FOXC2 

0,02 ± 0,27 (-
0,01) 

-0,06 ± 0,76 (-
0,18) 

-0,03 ± 0,79 (-
0,06) 

-0,05 ± 0,94 (-
0,17) 

0,13 ± 0,99 (-
0,11) 

0,09 ± 1,08 (-
0,21) 

-0,10 ± 0,48 (-
0,04) 

-0,03 ± 0,44 (-
0,07) 

0,11 ± 1,00 (0,00) 

-0,24 ± 1,96 (-
0,15) 

0,00 ± 0,17 (0,00) 

0,00 ± 0,28 (-
0,05) 

0,90 ± 0,84 (0,73) 

-0,30 ± 0,44 (-
0,40) 

0,41 ± 0,86 (0,28) 

0,51 ± 1,10 (0,09) 

0,12 ± 0,85 (0,00) 

0,06 ± 0,35 (-
0,12) 

0,28 ± 0,46 (0,35) 

-0,27 ± 0,87 (-
0,46) 

-0,30 ± 1,47 (-
0,57) 

0,05 ± 0,16 (0,05) 

1,88 ± 0,71 
(1,92) 

1,94 ± 0,92 
(2,07) 

1,94 ± 1,23 
(2,20) 

1,20 ± 0,57 
(1,15) 

2,06 ± 1,54 
(1,99) 

2,20 ± 1,34 
(2,20) 

0,74 ± 0,42 
(0,82) 

0,45 ± 0,65 
(0,26) 

1,07 ± 1,45 
(1,25) 

1,99 ± 2,08 
(1,55) 

0,07 ± 0,26 
(0,02) 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

0,0016 

0,0011 

0,0001 

NS 

0,0033 

0,0199 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

Los valores de cada columna de subtipo molecular son la media ± SD de la intensidad de señal normalizada log2 
para la sonda de ADNc más representativa para dicho gen. NS, P > 0,05. 

* CD109 no tiene ninguna sonda representativa en esta plataforma de microsistemas. En el análisis de regresión 
logística multivariable, la variable dependiente es el tipo basal. 

 

Tabla 4. Análisis estadístico de biomarcador en subgrupos moleculares clasificados mediante IGS en el conjunto de 
datos de microsistema de cáncer de mama de Miller et al. (15). 

Gen Media Luminal ± 
SD (Mediana) 

Media HER2 ± 
SD (Mediana) 

Media tipo 
basal ± SD 
(Mediana) 

Test de Suma de 
Rango de 
Wilcoxon 

Univariable (tipo 
basal vs. otro) 

Valor P 

Valor P de 
regresión 
logística 

multivariable† 

FOXC1 

CDH3 

KRT17 

EGFR 

0,02 ± 0,28 (-
0,01) 

-0,05 ± 0,76 (-
0,16) 

0,13 ± 1,01 (-
0,09) 

-0,04 ± 0,29 (-
0,12) 

0,87 ± 0,94 (0,75) 

0,48 ± 1,11 (0,08) 

0,39 ± 0,88 (0,08) 

1,86 ± 0,71 
(1,90) 

1,95 ± 0,91 
(2,09) 

2,05 ± 1,54 
(1,99) 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

0,0003 

0,0153 

NS 

NS 
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Gen Media Luminal ± 
SD (Mediana) 

Media HER2 ± 
SD (Mediana) 

Media tipo 
basal ± SD 
(Mediana) 

Test de Suma de 
Rango de 
Wilcoxon 

Univariable (tipo 
basal vs. otro) 

Valor P 

Valor P de 
regresión 
logística 

multivariable† 

MSN 

CRYAB 

KRT5 

KRT14 

ITGB4 

KIT 

FOXC2 

-0,04 ± 0,94 (-
0,17) 

-0,09 ± 0,47 (-
0,03) 

-0,01 ± 0,78 (-
0,05) 

0,10 ± 1,08 (-
0,16) 

-0,26 ± 1,96 (-
0,14) 

-0,02 ± 0,45 (-
0,07) 

0,12 ± 1,01 (0,01) 

0,00 ± 0,17 (0,00) 

-0,13 ± 0,42 (-
0,19) 

-0,38 ± 0,48 (-
0,41) 

0,07 ± 0,88 (0,00) 

-0,40 ± 1,50 (-
0,61) 

0,21 ± 0,46 (0,27) 

-0,27 ± 0,86 (-
0,43) 

0,03 ± 0,18 (0,05) 

1,21 ± 0,57 
(1,16) 

0,74 ± 0,42 
(0,82) 

1,94 ± 1,24 
(2,20) 

2,19 ± 1,33 
(2,18) 

1,94 ± 2,07 
(1,50) 

0,45 ± 0,65 
(0,26) 

1,07 ± 1,45 
(1,25) 

0,06 ± 0,26 
(0,02) 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

0,002 

0,001 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

Los valores de cada columna de subtipo molecular son la media ± SD de la intensidad de señal normalizada log2 
para la sonda de ADNc más representativa para dicho gen. NS, P > 0,05. 

* CD109 no tiene ninguna sonda representativa en esta plataforma de microsistemas. En el análisis de regresión 
logística multivariable, la variable dependiente es el tipo basal. 

 

Tabla 5. Análisis estadístico de biomarcador en subgrupos moleculares clasificados mediante IGS en el conjunto de 
datos de microsistema de cáncer de mama de van de Vijver et al. (16). 

Gen Media Luminal ± 
SD (Mediana) 

Media HER2 ± 
SD (Mediana) 

Media tipo 
basal ± SD 
(Mediana) 

Test de Suma de 
Rango de 
Wilcoxon 

Univariable (tipo 
basal vs. otro) 

Valor P 

Valor P de 
regresión 
logística 

multivariable† 

FOXC1 

CRYAB 

KRT5 

KIT 

CDH3 

MSN 

KRT17 

EGFR 

KRT14 

ITGB4 

-0,51 ± 0,21 (-
0,50) 

-0,36 ± 0,24 (-
0,36) 

-0,56 ± 0,40 (-
0,50) 

-0,17 ± 0,24 (-
0,16) 

-0,49 ± 0,29 (-
0,49) 

-0,14 ± 0,17 (-
0,13) 

-0,33 ± 0,28 (-

-0,41 ± 0,21 (-
0,41) 

-0,29 ± 0,19 (-
0,29) 

-0,45 ± 0,42 (-
0,28) 

-0,22 ± 0,25 (-
0,19) 

-0,14 ± 0,38 (-
0,15) 

-0,05 ± 0,16 (-
0,06) 

-0,22 ± 0,39 (-

0,49 ± 0,42 
(0,58) 

0,27 ± 0,47 
(0,28) 

0,16 ± 0,56 
(0,10) 

0,05 ± 0,34 
(0,05) 

0,32 ± 0,31 
(0,37) 

0,21 ± 0,14 
(0,24) 

0,21 ± 0,46 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

< 0,0001 

0,0001 

< 0,0001 

0,0028 

NS 

0,0084 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 
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Gen Media Luminal ± 
SD (Mediana) 

Media HER2 ± 
SD (Mediana) 

Media tipo 
basal ± SD 
(Mediana) 

Test de Suma de 
Rango de 
Wilcoxon 

Univariable (tipo 
basal vs. otro) 

Valor P 

Valor P de 
regresión 
logística 

multivariable† 

 0,35) 

-0,05 ± 0,14 (-
0,05) 

-0,10 ± 0,12 (-
0,11) 

-0,03 ± 0,12 (-
0,03) 

 

0,14) 

-0,01 ± 0,15 (-
0,03) 

-0,08 ± 0,13 (-
0,11) 

0,10 ± 0,14 (0,08) 

 

(0,17) 

0,07 ± 0,21 
(0,06) 

0,08 ± 0,30 
(0,02) 

0,12 ± 0,19 
(0,12) 

 

  

Los valores de cada columna de subtipo molecular son la media ± SD de la intensidad de señal normalizada log2 
para la sonda de ADNc más representativa para dicho gen. NS, P > 0,05. 

* FOXC2 y CD109 no tienen ninguna sonda representativa en esta plataforma de microsistemas. En el análisis de 
regresión logística multivariable, la variable dependiente es el tipo basal. 

 

Para simplificar la interpretación de datos, en el análisis no se incluyó el grupo de tipo mama normal. El grupo de tipo 
mama normal se asemeja a muestras de tejido de mama normal con una expresión relativamente alta de genes 
característicos de células adiposas y otros tipos de células no epiteliales y una baja expresión de genes de célula 
epitelial luminal. Debido a que la clasificación de tipo normal se desarrolló entrenando con tejido de mama normal, 5 
se ha especulado que el subgrupo de tipo normal puede ser básicamente un artefacto al tener un alto porcentaje de 
“contaminación” normal en especímenes tumorales (Parker et al. 2009). Otras explicaciones incluyen un grupo de 
tumores de tipo basal de crecimiento lento que carecen de expresión de genes de proliferación o un potencial nuevo 
subtipo denominado tumores de baja Claudina (Herschkowitz et al. 2007). Adicionalmente, son algunos de los 
conjuntos de datos usados en nuestro análisis contienen muestras de tipo normal. No se observó que el FOXC1 se 10 
sobreexpresara en dichas muestras (datos no mostrados). 

Análisis de firma genética. Buscando desarrollar una firma genética asociada a la expresión del gen FOXC1 capaz 
de detectar de forma precisa el subtipo de tipo basal independiente de IGS, primero se analizó el conjunto de datos 
de ensayo que incluía las muestras de tejido de mama normales (2). Se incluyeron los genes que compartían una 
regulación al alza coordinada y los genes que compartían una regulación a la baja coordinada con la regulación al 15 
alza de FOXC1. Se usaron criterios de inclusión restrictivos supervisados en base al grado de coeficientes de 
correlación de Pearson (1,0>r>0,5 para genes con regulación al alza coordinada y -1,0<r<-0,5 para genes con 
regulación a la baja coordinada, respectivamente). Solo los genes que mantenían su alto grado de correlación con el 
FOXC1, independientemente de sus correlaciones individuales con los subtipos de cáncer de mama, fueron 
incluidos en el panel final y se validaron en un total de 5 conjuntos de datos de microsistemas analizados 20 
individualmente (Richardson et al. 2006; Farmer et al. 2005; Ivshina et al. 2006; Miller et al. 2005 -2, 13-15) y la Base 
de datos del Proyecto ExpO del “International Genomics Consortium” (IGC) en https://expo.intgen.org). Los 30 genes 
que cumplen los criterios de inclusión permitiendo una máxima aplicabilidad en plataformas de microsistemas de 
generaciones más tempranas (es decir, que se encuentren entre los primeros 30 genes asociados a la expresión de 
FOXC1 en 3 ó más de las 5 bases de datos) son denominados de forma colectiva firma genética de FOXC1 (Tabla 25 
6). 

Tabla 6. Coeficientes de correlación de Pearson de los 30 genes asociados a la expresión génica de FOXC1 en 
cinco conjuntos de datos de microsistema (2, 13-15). 

Nº Símbolo génico de 
Conjunto de datos 

Richardson 
et al. ExpO Farmer et 

al. 
Ivshina et 

al. 
Miller et 

al. Frecuencia* 

1 

2 

3 

FOXC1 

OGFRL1 

ROPN1B 

1,00 

0,86 

0,83 

1,00 

0,50 

0,75 

1,00 

0,49 

0,80 

1,00 

0,65 

0,73 

1,00 

0,66 

0,73 

5 

4 

5 
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Nº Símbolo génico de 
Conjunto de datos 

Richardson 
et al. ExpO Farmer et 

al. 
Ivshina et 

al. 
Miller et 

al. Frecuencia* 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

ART3 

FABP7 

C10orf38 

EN1 

KCNK5 

CHODL 

PRKX 

C21orf91 

GABRP 

ELF5 

PAPSS1 

ACTR3B 

LMO4 

ZIC1 

UGT8 

MICALL1 

FOXA1 

MLPH 

SIDT1 

AGR2 

SPDEF 

TFF3 

AR 

TBC1D9 

CA12 

GATA3 

GALNT6 

0,83 

0,82 

0,82 

0,81 

0,80 

0,80 

0,80 

0,79 

0,78 

0,77 

0,77 

0,77 

0,76 

0,75 

0,75 

0,75 

-0,87 

-0,86 

-0,84 

-0,83 

-0,81 

-0,80 

-0,80 

-0,79 

-0,78 

-0,77 

-0,75 

0,65 

0,39 

0,65 

0,74 

0,63 

0,60 

0,55 

0,56 

0,70 

0,65 

0,48 

0,64 

0,41 

0,53 

0,64 

0,70 

-0,75 

-0,70 

-0,58 

-0,67 

-0,64 

-0,53 

-0,50 

-0,62 

-0,60 

-0,56 

-0,53 

0,59 

0,40 

0,70 

0,80 

0,64 

0,54 

0,73 

0,39 

0,77 

0,63 

0,47 

0,63 

0,59 

0,61 

0,46 

0,78 

-0,81 

-0,78 

-0,73 

-0,71 

-0,72 

-0,67 

-0,56 

-0,66 

-0,66 

-0,71 

-0,66 

0,63 

0,57 

0,72 

0,74 

0,65 

0,56 

0,66 

0,52 

0,74 

0,61 

0,54 

0,55 

0,65 

0,39 

0,60 

0,64 

-0,82 

-0,69 

-0,56 

-0,59 

-0,79 

-0,46 

-0,58 

-0,66 

-0,66 

-0,70 

-0,52 

0,64 

0,60 

0,72 

0,73 

0,64 

0,57 

0,66 

0,53 

0,74 

0,61 

0,54 

0,55 

0,64 

0,39 

0,60 

0,64 

-0,82 

-0,69 

-0,55 

-0,59 

-0,78 

-0,45 

-0,59 

-0,66 

-0,66 

-0,70 

-0,51 

5 

3 

5 

5 

5 

5 

5 

4 

5 

5 

3 

5 

4 

3 

4 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

3 

5 

5 

5 

5 

5 

* La frecuencia denota el número de conjuntos de datos en los que está presente una correlación de genes 
individuales con la expresión de FOXC1 (> 0,50 para genes regulados al alza de forma coordinada, y < -0,50 para 
genes regulados a la baja de forma coordinada, respectivamente). 

 

Para validar la capacidad de esta firma genética para identificar cáncer de mama de tipo basal, además de los 5 
conjuntos de datos mencionados anteriormente usados para refinar la firma genética, se evaluó de forma individual 
otros 6 conjuntos de datos de microsistema de Affymetrix y ADNc de cáncer de mama humano disponibles 
públicamente (Hess et al. 2006; Herschkowitz et al. 2007; van de Vijver et al. 2002; Sorlie et al. 2003; Wang et al. 5 
2005; Pawitan et al. 2005) que representan el análisis en total de 2.073 pacientes de cáncer de mama. Todos los 
conjuntos de datos fueron sometidos a un algoritmo de agrupamiento jerárquico que emplea una métrica de similitud 
no centrada de Pearson y la regla de enlace promedio basada en la firma genética de FOXC1 de 30 miembros. La 
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extensión de una clasificación correcta de muestras de cáncer de mama como pertenecientes al subtipo de tipo 
basal se comparó con las clasificadas mediante IGS. 

Análisis de supervivencia. A continuación se determinó la importancia prognóstica potencial de la expresión de 
ARNm de FOXC1 en el cáncer de mama, haciendo hincapié en determinar su capacidad para predecir 
correctamente la supervivencia de pacientes con cáncer de mama de tipo basal. Este análisis se llevó a cabo con la 5 
intención de determinar si la expresión de ARNm de FOXC1 podía usarse como biomarcador prognóstico individual 
por sí sola para el cáncer de mama de tipo basal en lugar de clasificadores inmunohistoquímicos y/o moleculares 
patológicos tales como IGS. Se sometió a análisis un conjunto de datos de microsistema de oligonucleótidos de 
cáncer de mama de 295 muestras (van de Vijver et al. 2002) con datos de seguimiento que se extendía hasta un 
periodo de 20 años. La significación prognóstica del FOXC1 también fue examinada en tres conjuntos de datos de 10 
ADNc de cáncer de mama humano adicionales: un conjunto de datos de 232 muestras (Herschkowitz et al. 2007), 
un conjunto de datos de 122 muestras (Sorlie et al. 2003) y un conjunto de datos de 159 muestras (Pawitan et al. 
2005). Se estimaron las distribuciones de supervivencia usando métodos de Kaplan-Meier y se compararon usando 
un test log-rank. En los análisis de supervivencia multivariable, se usó el modelo de regresión de peligro proporcional 
de Cox incorporando el estatus de fenotipo (tipo basal frente a tipo no basal), nivel de FOXC1, edad, tamaño de 15 
tumor, grado de tumor, y estatus de nodos linfáticos como posibles predictores de la supervivencia. La suposición de 
peligro proporcional fue validada usando representaciones de los residuos y ensayos de proporcionalidad. La 
significación prognóstica relativa de dos modelos prognósticos separados fue evaluada comparando el ajuste del 
modelo tras ajustar las variables clinicopatológicas. Un modelo se basó en la expresión dicotómica de los niveles de 
ARNm de FOXC1. El otro modelo se basó en la agrupación de tipo basal derivada de IGS tras agrupamiento 20 
jerárquico. La significación prognóstica relativa de cada modelo se midió usando el Criterio de Información de Akaike 
(AIC) para establecer el ajuste de los dos modelos de regresión (Akaike 1974). 

Se examinó la asociación con metástasis al cerebro o los huesos en pacientes de cáncer de mama negativo para 
nodos linfáticos en el conjunto de datos de Wang et al. (Wang et al. 2005). Se usó el test Rank sum de Wilcoxon 
para determinar la significación estadística para esta comparación. También se examinó la supervivencia libre de 25 
metástasis específica de cerebro y específica de huesos en el mismo conjunto de datos. Se llevaron a cabo análisis 
univariable y multivariable usando el test log-rank y el modelo de regresión de Cox, respectivamente. Las variables 
incluidas en el análisis multivariable se seleccionaron en base a la significación estadística en el análisis univariable 
inicial e incluían la edad, el tamaño tumoral y el estatus de nodos linfáticos. Se generaron gráficos de supervivencia 
usando métodos Kaplan-Meier. 30 

Inmunohistoquímica e inmunotinción. La inmunohistoquímica se llevó a cabo usando un sistema de detección de 
peroxidasa con microsistemas de tejido de cáncer de mama humano BRC961 y BR962 (US Biomax) y un anticuerpo 
FOXC1 policlonal que no reconoce FOXC2 (Lifespan Biosciences). La concentración de anticuerpos (1:100) se 
determinó mediante valoración en serie y optimización del anticuerpo en sistemas de ensayo. Resumidamente, tras 
recuperar el antígeno, se añadieron anticuerpos primarios, seguidos de una incubación de anticuerpos secundarios 35 
biotinilados, que a continuación se unen a estreptavidina conjugada a peroxidasa. Se desarrolló la señal con 
diaaminobencidina como cromógeno con hematoxilina como contra-tinción. Los portaobjetos inmunoteñidos fueron 
evaluados al microscopio estimando la proporción y la intensidad media de células tumorales positivas con tinción 
nuclear y/o citoplásmica. También se llevó a cabo un análisis inmunohistoquímico con 42 especímenes de cáncer de 
mama humano triple negativo obtenidos del Departamento de Patología del “Saint John’s Health Center” y del banco 40 
de tejidos del “John Wayne Cancer Institute” con la aprobación del “Institutional Review Board”. Se llevó a cabo la 
inmunotinción usando un anticuerpo de Santa Cruz Biotechnology. Se generaron lisatos celulares completos para el 
análisis de transferencia Western con disolución tamponante de lisis celular (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, 
EDTA 2 mM, 1% de NP-40, 10% de glicerol) suplementado con un cóctel inhibidor de proteasa (Sigma, St. Louis, 
MO). Se separaron cantidades iguales de proteína mediante SDS-PAGE al 10% y a continuación se transfirieron a 45 
una membrana de nitrocelulosa. Las etapas restantes se llevaron a cabo según un protocolo de inmunotinción 
estándar. 

Resultados y discusión 

El análisis de expresión génica de conjuntos de datos de microsistema de cáncer de mama humano disponibles 
públicamente reveló que el factor de transcripción de caja Forkhead FOXC1, esencial para el desarrollo del tejido de 50 
mesoderma, presentaba una expresión significativamente más alta en el subgrupo de tipo basal que en los otros 
subtipos (Figuras 1A, 1B, 2 y 3A-C). Una elevada expresión de FOXC1 se correlacionó positivamente y de forma 
significativa con el subgrupo de tipo basal, tal como se muestra en las anteriores Tablas 2-5. También se asoció una 
elevada expresión de ARNm de FOXC1 al cáncer de mama triple negativo, consistente con la noción de que entre el 
60% y el 90% de los cánceres de mama triple negativos son de tipo basal (Figuras 1C y 3D). Se derivó una firma de 55 
FOXC1 de 30 genes a partir de la correlación con la expresión de FOXC1 en seis conjuntos de datos (Tabla 6, 
arriba) y se validó en cinco conjuntos de datos separados. Estos genes presentaron un perfil de expresión global que 
coincidió con el subgrupo de tipo basal agrupado mediante IGS (Figuras 1D y 4). Inversamente, el agrupamiento 
jerárquico usando la firma genética de FOXC1 identificó el mismo subgrupo de tipo basal determinado por IGS 
(Figura 5). Aunque el análisis del mecanismo de esta firma genética no dio lugar a un mecanismo dominante (datos 60 
no mostrados), algunos miembros tales como FABP7, GABRP, EN1, KCNK5, ZIC1, ACTR3B y FOXC1 están 
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implicados de forma notable en el desarrollo cerebral y en la tumorogénesis cerebral, lo que explica por qué el BLBC 
se metastiza preferencialmente al cerebro. 

A continuación se evaluó la expresión de proteína FOXC1 usando inmunohistoquímica sobre microsistemas de 
tejido (TMA, del inglés “tissue microarrays”) de cáncer de mama. Se observó una fuerte tinción de FOXC1 nuclear en 
muestras de TMA triple negativas que expresan citoqueratinas basales (CK5/6+ y/o CK14+; Figura 6A) pero no en 5 
los tumores que no eran triple negativos (datos no mostrados). La tinción citoplásmica de FOXC1 fue escasa, siendo 
normalmente concomitante con la tinción nuclear de FOXC1. Este patrón de localización subcelular se confirmó en 
una cohorte independiente de 42 especímenes de cáncer de mama triple negativos archivados. La expresión 
positiva de FOXC1 (FOXC1+) se asoció significativamente a la expresión de citoqueratinas basales (Figura 6B) y 
presentó una sensibilidad de 0,81 y una especificidad de 0,80 en la detección del fenotipo de tipo basal identificado 10 
mediante tinción positiva de CK5/6 y/o CK14. La ausencia de tinción CK en algunas muestras FOXC1+/ER-/PR-
/HER2- de esta cohorte puede reflejar una expresión inconsistente de dichas citoqueratinas en BLBCs definidos por 
sistemas de expresión (Nielsen et al. 2004). El descubrimiento de que el FOXC1 nuclear se detectaba de forma 
consistente mediante inmunohistoquímica a pesar de su corta vida media proteica (<30 minutos; Berry et al. 2006) 
sugiere una expresión constitutiva robusta de FOXC1 en BLBC. El análisis del conjunto de datos de microsistema 15 
correspondiente a un panel de línea celular de cáncer de mama humano reveló una mayor expresión de FOXC1 en 
líneas celulares de BLBC (Figura 7), lo que fue confirmado mediante inmunotinción (Figura 6C). 

La significación prognóstica de FOXC1 en el cáncer de mama se examinó a continuación en el conjunto de datos de 
295 muestras de van de Vijver et al (van de Vijver et al. 2002). En el análisis univariable, la supervivencia global fue 
significativamente peor en tumores identificados usando la firma de FOXC1 de 30 genes (P = 0,0004) o usando solo 20 
niveles elevados de ARNm de FOXC1 (P = 0,0001; Figura 8A). La supervivencia global disminuyó en un 35% por 
cada aumento unitario de los niveles de ARNm de FOXC1 relativos. En el análisis multivariable, el FOXC1 fue un 
indicador prognóstico independiente de la supervivencia global tras ajustar las variables clinicopatológicas tales 
como edad, tamaño de tumor y estatus de nodos linfáticos (relación de peligro, 1,25; intervalo de confianza al 95%, 
1,02-1,52; P = 0,02). Se usaron los criterios de información Akaike (AIC; Akaike 1974) al comparar el ajuste de los 25 
dos modelos prognósticos separados tras ajustar las variables clinicopatológicos. El modelo basado en la expresión 
de ARNm de FOXC1 (AIC, 820,0) fue similar al modelo basado en la agrupación de tipo basal derivada por IGS 
(AIC, 815) en términos del ajuste del modelo para predecir la supervivencia. La asociación de FOXC1 con la 
supervivencia global también se demostró en el conjunto de datos de 232 muestras de Herschkowitz et al 
(Herschkowitz et al. 2007), el de 122 muestras de Sorlie et al (Sorlie et al. 2003) y el 159 muestras de Pawitan et al 30 
(Pawitan et al. 2005) (Figura 9). Además, la firma genética de FOXC1 y los niveles de ARNm, como el fenotipo de 
tipo basal, permitieron la estratificación prognóstica de cánceres de mama negativos para nodos linfáticos (P = 
0,0003) en el conjunto de datos de van de Vijver (van de Vijver et al. 2002; Figura 8B). Adicionalmente, una 
expresión de FOXC1 elevada, que se asoció positivamente a metástasis cerebral (P = 0,02) y se asoció 
inversamente a metástasis ósea (P = 0,0002) en el conjunto de datos de 286 muestras de Wang et al (Wang et al. 35 
2005), se correlacionó significativamente con una supervivencia libre de metástasis cerebral más corta (P < 0,0001; 
Figura 8C y D). 

Ejemplo 2: La medida cuantitativa de expresión de FOXC1 usando RT-PCR se puede usar para diagnosticar 
con precisión el cáncer de mama de tipo basal 

El análisis de expresión génica ha clasificado el cáncer de mama en cinco subtipos moleculares. El cáncer de mama 40 
de tipo basal comprende hasta un 15%-25% de todos los cánceres de mama y está asociado a la peor supervivencia 
global. Tal como se ha descrito en el anterior ejemplo, el FOXC1 es un biomarcador teranóstico específico del 
cáncer de mama de tipo basal. La medida semicuantitativa de la expresión de FOXC1 (microsistema e 
inmunohistoquímica) se ha mostrado como un método fiable para diagnosticar el cáncer de mama de tipo basal. 
Estos descubrimientos pueden extenderse y refinarse aún más determinando la expresión de FOXC1 usando qRT-45 
PCR para proporcionar un ensayo más preciso cuantitativamente para diagnosticar el cáncer de mama de tipo basal. 

Se obtuvieron datos de expresión génica de RT-PCR cuantitativos procedentes de 279 tumores de mama 
embebidos en parafina y fijados con formalina (FFPE) en una base de datos disponible públicamente (J Clin Oncol. 
2009 Mar 10; 27(8): 1160). Se determinó la curva de operación de receptor-área bajo la curva (ROC-AUC) para 
FOXC1. Se determinó un nivel de corte para optimizar la sensibilidad y la especificidad. 50 

La ROC-AUC para la expresión de FOXC1 (Figura 10) para predecir el cáncer de mama de tipo basal fue de 0,807. 
Se observó un 74% de sensibilidad y un 78% de especificidad para identificar cáncer de mama de tipo basal cuando 
se usó el nivel de corte de 0,437 (percentil 49) para la expresión de FOXC1 usando qRT-PCR. 

Por tanto, se demuestra que la determinación cuantitativa de RT-PCR de FOXC1 es un ensayo fiable para 
diagnosticar con precisión el cáncer de mama de tipo basal. Se propone la determinación cuantitativa mediante RT-55 
PCR de FOXC1 en tumores de mama FFPE como adjunto útil para los ensayos semicuantitativos (microsistemas e 
inmunohistoquímica) para la diagnosis de cáncer de mama de tipo basal en la práctica clínica rutinaria. 

Ejemplo 3: Significación prognóstica de FOXC1 en modelos de subtipo molecular de cáncer de mama 
utilizando biomarcadores inmunohistoquímicos 
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En los estudios descritos en la presente memoria, se ha demostrado que el factor de transcripción de caja Forkhead 
FOXC1, esencial para el desarrollo de tejido de mesoderma, está sobreexpresado de forma consistente tanto a nivel 
de ARNm como de proteína en los BLBCs. Una expresión elevada de ARNm de FOXC1 se asoció a una mala 
supervivencia global, independientemente de otras variables prognósticas clinicopatológicas, incluyendo el estatus 
de nodos linfáticos. Debido a la predilección por la metástasis cerebral presentada por pacientes con BLBC, también 5 
se observó que los niveles elevados de ARNm de FOXC1 se correlacionaban con la incidencia de metástasis 
cerebral y con una supervivencia libre de metástasis cerebral significativamente acortada en pacientes negativos 
para nodos linfáticos. Además, la sobreexpresión ectópica diseñada de FOXC1 en células de cáncer de mama 
indujo cambios fenotípicos agresivos tales como incrementos en la proliferación celular, la migración y la invasión. El 
bloqueo de FOXC1 usando ARNsh en células de cáncer de mama con niveles endógenos elevados de FOXC1 10 
demostró una pérdida de características fenotípicas agresivas. Estos resultados sugieren que el FOXC1 es un 
biomarcador prognóstico específico para BLBC y que desempeña un papel importante en la regulación de los rasgos 
celulares agresivos asociados a este subtipo molecular. También puede servir como diana adecuada para una 
terapia personalizada de pacientes diagnosticados con BLBC. Estos descubrimientos que utilizan el perfil de 
expresión genética apoyan firmemente la significación prognóstica de la expresión de ARNm de FOXC1 en el cáncer 15 
de mama. De acuerdo al estudio descrito a continuación, este descubrimiento se traduce o se corrobora usando 
ensayos de expresión de proteínas, tales como la inmunohistoquímica (IHC). Dicho ensayo sería práctico y relevante 
para implementación en la práctica clínica rutinaria. 

Actualmente, el estatus de receptor de cáncer de mama (ER, PR y HER2) se usa ampliamente para llevar a cabo 
una estratificación prognóstica. Publicaciones recientes han sugerido el uso de marcadores de IHC surrogados 20 
adicionales de BLBC en combinación para mejorar la estratificación prognóstica (Rakha et al. 2009; Nielsen et al. 
2004; Cheang et al. 2008; Elsheikh et al. 2008). Por lo tanto, se compararon tres modelos basados en 
biomarcadores de estratificación prognóstica en el cáncer de mama: 1) el clásico panel de 3 biomarcadores que 
comprende ER, PR y HER2; 2) un panel de 5 biomarcadores que comprende los anteriores receptores en 
combinación con biomarcadores de tipo basal tradicionales, la CK5/6 basal y la CK14 basal; y 3) un panel de 4 25 
biomarcadores que comprende ER, PR y HER2, en combinación con FOXC1. 

El principal objetivo de este estudio fue establecer si el ensayo de IHC de FOXC1 tiene un valor prognóstico en el 
cáncer de mama. El objetivo secundario fue comparar el valor prognóstico de los modelos de subtipo molecular 
usando biomarcadores de IHC surrogados en el cáncer de mama. 

Métodos 30 

Pacientes. Una revisión de una base de datos institucional adquirida prospectivamente identificó 904 pacientes con 
cáncer de mama ductal infiltrante primario diagnosticado entre el 1 de enero de 1995 y el 31 de diciembre de 204. 
Los pacientes que fueron diagnosticados con cáncer de mama en estadio IV en la presentación inicial y que no se 
vieron sometidos a terapia quirúrgica primaria en la “John Wayne Cancer Center Institution” fueron excluidos del 
análisis. 35 

Diseño del estudio traduccional. Este estudio traduccional fue llevado a cabo con la aprobación de panel de revisión 
institucional y se presenta de acuerdo a las “Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies” 
(REMARK) (McShane et al. 2005). Todos los ensayos de IHC fueron llevados a cabo por personal de laboratorio, 
que permaneció a ciegas respecto a los datos de los pacientes y los resultados. Los resultados de los ensayos 
fueron interpretados y evaluados por un único patólogo (JMS) que permaneció a ciegas respecto a los datos clínicos 40 
y patológicos. El diseño y el plan estadístico fueron finalizados antes de reunir los resultados de ensayo generados 
antes con los datos clínicos, antes de realizar el análisis de datos. 

Protocolos de inmunohistoquímica. Un patólogo certificado por el panel entrenado en patología de mama (JMS), que 
permaneció a ciegas respecto a los datos clínicos y patológicos revisó portaobjetos de IHC (ER, PR, HER2) 
seleccionados de forma aleatoria de cada grupo pre-designado de pacientes en base al estatus de receptor. 45 
Aproximadamente el 20% de la cohorte de estudio fue verificada en relación a su estatus de receptor. Esto se realizó 
como medida de control de calidad interno para asegurar que el estatus de ER, PR y HER2 de los pacientes en el 
momento de la realización de este estudio era conforme a la proporcionada inicialmente en el momento del 
diagnóstico inicial. No se encontraron diferencias significativas en el transcurso de este ejercicio de control de 
calidad. El estatus de expresión de biomarcador en base a los ensayos IHC se evaluó usando los criterios de guías 50 
publicadas. Los estatus de ER y PR fueron considerados positivos si se observaba inmunotinción en >10% de los 
núcleos del tumor. El estatus de HER2 fue considerado positivo si la inmunotinción era puntuada con 3+ según los 
criterios del test Hercep. Para un resultado equívoco (2+), el estatus de HER2 se consideró positivo si el ensayo de 
hibridación fluorescente in situ (FISH) revelaba una relación de amplificación de cromosoma 17 de HER2 ≥ 2,2 
(Yaziji et al. 2004). 55 

A continuación se obtuvieron bloques de tejido embebido en parafina fijado con formalina (FFPE) correspondientes a 
pacientes designados como triple negativo con respecto al estatus de receptor hormonal, es decir, aquellos que eran 
ER-/PR-/HER2-. Los bloques de tejido fueron seccionados en serie en secciones de tejido de un espesor de 5 μm y 
se sometieron a análisis IHC para CK5/6 (D5 y 16B4, Cella Marque Corp, Rocklin, CA; sin dilución), CK14 (VP-C410, 
Vector Laboratories, Burlingame, CA; dilución 1:20) y FOXC1 (Ray et al. 2010). El análisis semicuantitativo fue 60 
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llevado a cabo por un patólogo (JMS) a ciegas respecto a los datos clínicos y patológicos que puntuó la intensidad 
de la inmunorreactividad en una escala de 0 (sin tinción) a 3 (tinción fuerte). Las tinciones de CK5/6 y CK14 fueron 
consideradas positivas si se observaba cualquier tinción celular de carcinoma invasivo citoplasmática y/o 
membranosa (Nielsen et al. 2004). El estatus de expresión de proteína FOXC1 se consideró positivo solo si se 
observaba alguna tinción nuclear de las células tumorales (Ray et al. 2010). 5 

Definición inmunohistoquímica de subtipos moleculares de cáncer de mama. Para los fines de este estudio, los 
subtipos moleculares de cáncer de mama se definieron utilizando paneles de biomarcadores de IHC surrogados 
como se ha publicado previamente (Nielsen et al. 2004). Se usó el estatus de ER y el de HER2 para definir los 
subtipos moleculares luminal (ER+/HER2-), luminal/HER2+ (ER+/HER2+), HER2+ (ER-/HER2+) y tipo basal (ER-

/HER2-). Además de determinar la significación prognóstica de la expresión de proteína FOXC1 en el cáncer de 10 
mama, también se comparó la significación prognóstica de tres paneles de biomarcadores de IHC surrogados 
separados y se usó para definir el BLBC: 1) el fenotipo triple negativo o TNP, que define al BLBC como negativo 
para los biomarcadores de receptor evaluados de forma rutinaria ER, PR y HER2; 2) un panel de 5 biomarcadores 
que comprende TNP combinado con CK5/6 y CK14, que define al BLBC como negativo para ER, PR y HER2 y 
como positivo para expresión de CK5/6 y/o CK14; y 3) un panel de 4 biomarcadores que comprende TNP y FOXC1, 15 
que define al BLBC como negativo para ER, PR y HER2 y como positivo para la expresión de proteína FOXC1. En 
los modelos de 5 biomarcadores y de 4 biomarcadores, el subconjunto de pacientes TNP negativos para todos los 
biomarcadores se denomina 5NP y 4NP, respectivamente. 

Análisis estadístico. Todos los análisis estadísticos fueron llevados a cabo usando SAS (versión 9.1.3, SAS, Cary, 
NC). Los criterios usados para determinar el estatus positivo o negativo de un biomarcador específico fueron 20 
determinados antes de llevar a cabo ningún análisis estadístico. El análisis de variables categóricas se llevó a cabo 
usando un test χ2 y un test exacto de Fisher. Se empleó el test U de Mann-Whitney para comparar las variables 
continuas no normales. Para el análisis de supervivencia, la medida de resultado usada fue la supervivencia global 
(OS). El tiempo de supervivencia se calculó como el tiempo entre la fecha de diagnóstico y la fecha de la muerte. 
Los tiempos de supervivencia fueron censurados si el paciente todavía seguía vivo el 15 de octubre de 2009 (última 25 
fecha de actualización de la base de datos). Se generaron curvas de supervivencia univariable mediante el método 
de Kaplan-Meier (Bland et al. 1998) y se determinó la significación usando el test log-rank (Bland JM, Altman DG. 
The logrank test. BMJ; 328: 1073). El análisis multivariable se llevó a cabo usando el análisis de peligro proporcional 
de Cox. Para los propósitos de evaluación de la significación prognóstica de cada una de las anteriores definiciones 
de panel de biomarcadores de IHC de BLBC, se construyeron tres modelos separados para las definiciones de 3 30 
biomarcadores, 5 biomarcadores y 4 biomarcadores de BLBC. Los tres modelos multivariable diferentes fueron 
comparados usando el test de relación de probabilidad y el Criterio de Información de Akaike (AIC) (Akaike 1974). 
Adicionalmente, todas las hipótesis fueron evaluadas usando el test de Wald (Cox 1974) y el valor P asociado. 
Todos los tests fueron de dos lados y los valores P <0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. 

Resultados y discusión 35 

En esta serie de 904 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma de mama ductal invasivo primario (Figura 15), 
todos los pacientes tenían datos preexistentes relativos a detección de IHC del estatus de receptor ER, PR y HER2. 
Los pacientes que fueron diagnosticados con cáncer de mama de estadio IV en la presentación inicial (n=19), que no 
se vieron sometidos a terapia quirúrgica primaria en el “John Wayne Cancer Institute” (n=125), fueron excluidos del 
análisis. El tamaño de muestra final de la cohorte de estudio fue de 759. 40 

Características clinicopatológicas de la cohorte de estudio. Las características clinicopatológicas de los 759 
pacientes incluidos en este estudio se muestran en la Tabla 7 (a continuación) clasificadas según el estatus de ER y 
HER2, aproximando los subtipos moleculares. 

Tabla 7. Características clínicas e hispatológicas de la cohorte de pacientes – estadio T y estatus de nodos basados 
en la determinación patológica final. 45 

Subtipo Luminal 

(ER+/HER2-) 

n = 481 

(63,3%) 

Luminal/HER2 

(ER+/HER2+) 

n = 95 

(12,5%) 

HER2 

(ER-/HER2+) 

n = 57 

(7,5%) 

Tipo basal 

(ER-/HER2-) 

n = 126 

(16,7%) 

Edad (media ± SD) 58,3 ± 13,5 52,0 ± 11,7 53,5 ± 10,4 56,1 ± 15,2 

Tamaño de tumor 

0-2 cm 

2-5 cm 

 

356 (74,0) 

102 (21,2) 

 

56 (59,0) 

27 (28,4) 

 

31 (54,4) 

17 (29,8) 

 

68 (54,0) 

40 (31,7) 
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Subtipo Luminal 

(ER+/HER2-) 

n = 481 

(63,3%) 

Luminal/HER2 

(ER+/HER2+) 

n = 95 

(12,5%) 

HER2 

(ER-/HER2+) 

n = 57 

(7,5%) 

Tipo basal 

(ER-/HER2-) 

n = 126 

(16,7%) 

>5 cm 

Desconocido 

13 (2,7) 

10 (2,1) 

10 (10,5) 

2 (2,1) 

4 (7,0) 

5 (8,8) 

15 (11,9) 

3 (2,4) 

Estatus de nodos 

Negativo 

Positivo 

Desconocido 

 

322 (66,9) 

140 (29,1) 

19 (4,0) 

 

56 (58,9) 

38 (40,0) 

1 (1,1) 

 

30 (52,6) 

26 (45,6) 

1 (1,8) 

 

70 (55,6) 

48 (38,1) 

8 (6,3) 

Grado de tumor 

1 

2 

3 

Desconocido 

 

149 (31,0) 

225 (46,8) 

101 (21,0) 

6 (1,2) 

 

1 (1,0) 

30 (31,6) 

62 (65,3) 

2 (2,1) 

 

0 (0) 

8 (14,0) 

47 (82,5) 

2 (3,5) 

 

1 (0,8) 

11 (8,7) 

109 (86,5) 

5 (4,0) 

Terapia hormonal 

No 

Sí 

Desconocido 

 

96 (20,0) 

328 (68,2) 

57 (11,9) 

 

16 (16,8) 

67 (70,5) 

12 (12,5) 

 

48 (84,2) 

3 (5,3) 

6 (10,5) 

 

85 (67,5) 

9 (7,1) 

32 (25,4) 

Quimioterapia 

No 

Sí 

Desconocido 

 

238 (49,5) 

174 (36,2) 

69 (14,4) 

 

21 (22,1) 

69 (72,6) 

5 (5,3) 

 

8 (14,0) 

43 (75,5) 

6 (10,5) 

 

24 (19,1) 

67 (53,2) 

35 (27,8) 

Terapia de herceptina 

No 

Sí 

Desconocido 

 

- 

- 

- 

 

65 (68,4) 

21 (22,1) 

9 (9,5) 

 

34 (59,7) 

14 (24,6) 

9 (15,8) 

 

- 

- 

- 

 

Tal como se ilustra en la Tabla 7, el 63,3% (481 de 759) fueron definidos con el subtipo luminal (ER+/HER2-), el 
12,5% (57 de 759) con el subtipo Luminal/HER2 (ER+/HER2+), el 7,5% (57 de 759) con el subtipo HER2 (ER-

/HER2+) y el 16,7% (126 de 759) fueron definidos como BLBC por la definición TNP (panel de 3 biomarcadores). 90 
de esos 126 especímenes fueron sometidos a análisis IHC adicionales llevados a cabo para determinar CK5/6, 5 
CK14 y FOXC1. No se realizaron análisis a los 36 especímenes restantes debido a la falta de tejido tumoral invasivo, 
a un tumor invasivo restante inadecuado en el bloque de tejidos o a problemas técnicos. 60 de los 90 pacientes TNP 
resultaron ser BLBC según la definición de citoqueratina basal (panel de 5 biomarcadores), y 55 de los 87 pacientes 
TNP resultaron ser de tipo basal según la definición de FOXC1 (panel de 4 biomarcadores). Las características 
clinicopatológicas de los pacientes de TNP clasificados según el panel de 5 biomarcadores o según el panel de 4 10 
biomarcadores aparecen a continuación en la Tabla 8. En la Figura 26 se muestran imágenes IHC representativas 
de secciones de FFPE teñidas con CK5/6, CK14 o FOXC1. 

Tabla 8. Características clinicopatológicas del subconjunto de pacientes con cáncer de mama triple negativo. 
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 Basal CK- 

n = 38 

(5,6%) 

Basal CK+ 

n = 60 

(8,9%) 

Valor-p FOXC1- 

n = 42 

(6,3%) 

FOXC1+ 

n = 49 

(8,2%) 

Valor-p 

Edad (media ± SD) 59,7 ± 14,4 55,9 ± 16,6 0,2429 63,2 ± 15,2 51,5 ± 14,4 0,0003 

Tamaño de tumor 

0-2 cm 

2-5 cm 

>5 cm 

Desconocido 

 

24 (63,2) 

7 (18,4) 

7 (18,4) 

 

25 (41,7) 

26 (43,3) 

7 (11,7) 

2 (3,3) 

  

19 (45,2) 

14 (33,3) 

8 (19,1) 

1 (2,4) 

 

23 (46,9) 

19 (38,8) 

6 (12,3) 

1 (2,0) 

 

Estatus de nodos 

Negativo 

Positivo 

Desconocido 

 

21 (55,3) 

15 (39,5) 

2 (5,3) 

 

32 (53,4) 

23 (38,3) 

5 (8,3) 

  

23 (54,7) 

13 (31,0) 

6 (14,3) 

 

26 (53,1) 

22 (44,9) 

1 (2,0) 

 

Grado de tumor 

1 

2 

3 

Desconocido 

 

1 (2,6) 

4 (10,5) 

32 (84,2) 

1 (2,6) 

 

0 (0) 

4 (6,7) 

54 (90,0) 

2 (3,3) 

  

0 (0) 

6 (14,3) 

35 (83,3) 

1 (2,4) 

 

0 (0) 

2 (4,1) 

45 (91,8) 

2 (4,1) 

 

Terapia hormonal 

No 

Sí 

Desconocido 

 

23 (60,5) 

4 (10,5) 

11 (29,0) 

 

39 (65,0) 

1 (1,7) 

23 (33,3) 

  

25 (59,6) 

3 (7,1) 

14 (33,3) 

 

32 (65,3) 

1 (2,0) 

16 (32,7) 

 

Quimioterapia 

No 

Sí 

Desconocido 

 

9 (23,7) 

17 (44,7) 

12 (31,6) 

 

9 (15,0) 

30 (50,0) 

21 (35,0) 

  

9 (21,4) 

17 (40,5) 

16 (38,1) 

 

5 (10,2) 

28 (57,1) 

16 (32,7) 

 

** valor-p 

 

Valor prognóstico de la expresión de proteína FOXC1 en el cáncer de mama. En el presente estudio, el estatus 
de FOXC1 se consideró positivo solo si se observaba alguna tinción nuclear (Ray et al. 2010). Se observó que la 
expresión positiva de proteína FOXC1 era un predictor significativo de la supervivencia global (Figura 16) entre los 5 
pacientes de cáncer de mama en el análisis univariable (HR 3,364 IC 95% 1,758-6,438, P=0,0002) (Tabla 9-10). 
También se observó que otros factores clinicopatológicos como la edad, el tamaño de tumor, el estatus de nodos y 
el grado tumoral eran predictores significativos de la supervivencia global. Las variables de tratamiento adyuvante 
tales como terapia hormonal, quimioterapia o terapia con trastuzumab (herceptina) no fueron predictores 
significativos en la supervivencia global, indicando efectos equivalentes en todos los grupos. Además, la 10 
significación prognóstica de FOXC1 sobre el análisis univariable se mantuvo independientemente del punto de corte 
usado para segregar pacientes entre los subconjuntos de FOXC1 positivo y FOXC1 negativo (Tabla 9, Figura 16). La 
significación prognóstica de l expresión de proteína FOXC1 como predictor independiente de OS persistió en el 
análisis multivariable, mientras que el fenotipo triple negativo y los fenotipos positivos en citoqueratinas basales no 
se mantuvieron como significativos en el análisis multivariable (Tabla 10). Nuevamente, la significación prognóstica 15 
de FOXC1 como predictor independiente de OS en el análisis multivariable también se mantuvo independientemente 
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del punto de corte usado para segregar a los pacientes entre los subconjuntos de FOXC1 positivo y FOXC1 
negativo. El punto de corte óptimo para la expresión de proteína FOXC1 evaluado en IHC en este estudio fue 0-1 
(n=42) frente a 2-3 (n=49), aunque la expresión de proteína FOXC1 siguió siendo un marcador prognóstico 
altamente significativo en todos los puntos de corte evaluados (0 frente a 1-3, 0-1 frente a 2-3 y 0-2 frente a 3). 

 5 

Tabla 9. Análisis de regresión univariable de Cox de la significación prognóstica de variables clinicopatológicas 
individuales y de tratamiento en la supervivencia global a 5 años. 

 N Valor-P Relación de peligro (IC 95%) 

Edad 759 <0,0001 1,046 (1,028  1,064) 

Tamaño tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2) 739 0,0006 1,826 (1,293  2,580) 

Estatus de nodos (Positivo vs. 
Negativo) 730 0,0113 1,913 (1,158  3,164) 

Grado tumoral (1, 2, 3) 744 0,0313 1,468 (1,035  2,082) 

ER-/HER2- vs. otros 759 0,0104 2,027 (1,181  3,480) 

Basal+ vs. otros 731 0,0043 2,572 (1,344  4,919) 

FOXC1+ (1, 2, 3) vs. otros 724 0,0014 2,880 (1,505  5,510) 

FOXC1+ (2, 3) vs. otros 724 0,0002 3,364 (1,758  6,438) 

FOXC1+ (3) vs. otros 724 0,0012 3,392 (1,618  7,112) 

Terapia hormonal (sí vs. no) 652 0,1213 0,660 (0,390  1,116) 

Quimioterapia (sí vs. no) 644 0,2512 0,733 (0,432  1,245) 

Terapia de herceptina (sí vs. no) 688 0,6389 1,275 (0,462  3,524) 

 

Tabla 10. Análisis de regresión multivariable de Cox de la significación prognóstica de variables clinicopatológicas 
individuales y de tratamiento en la supervivencia global a 5 años. 10 

 N Valor-P Relación de peligro (IC 95%) 

Edad 670 <0,0001 1,049 (1,028  1,069) 

Tamaño tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2)  0,0022 1,797 (1,234  2,618) 

Estatus de nodos (Positivo vs. 
Negativo)    

Grado tumoral (1, 2, 3)    

ER-/HER2- vs. otros    

Basal+ vs. otros    

FOXC1+ (1, 2, 3) vs. otros  *0,0005 3,406 (1,713  6,775) 

FOXC1+ (2, 3) vs. otros  *0,0001 3,839 (1,928  7,645) 

FOXC1+ (3) vs. otros  *0,0019 3,755 (1,632  8,636) 

Terapia hormonal (sí vs. no)    

Quimioterapia (sí vs. no)    

Terapia de herceptina (sí vs. no)    
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Supervivencia global según los modelos IHC de subtipo molecular de cáncer de mama. Los subtipos de 
cáncer de mama definidos por los paneles de biomarcadores de IHC surrogados difirieron significativamente en la 
predicción de OS (Figura 17). El modelo que utiliza FOXC1 alcanzó el grado más significativo de estratificación 
prognóstica (p<0,0001). En el panel de 3 biomarcadores, la OS a 5 años y a 10 años para pacientes de BLBC 
(definido usando TNP) fue del 85% y del 77%, respectivamente. En el panel de 5 biomarcadores, la OS a 5 años y a 5 
10 años para pacientes de BLBC (definido usando TNP + CK5/6 y CK14) fue del 82% y del 66%, respectivamente. 
En el panel de 4 biomarcadores, la OS a 5 años y a 10 años para pacientes de BLBC (definido usando TNP + 
FOXC1) fue del 77% y del 69%, respectivamente. 

En el análisis de regresión univariable de Cox, además de factores clinicopatológicos tales como la edad, el tamaño 
del tumor, el estatus de nodos linfáticos y el grado tumoral, los BLBC definidos según los paneles de 3 10 
biomarcadores, 5 biomarcadores y 4 biomarcadores fueron todos predictores significativos de la OS de cáncer de 
mama (Tabla 9, ver antes). En el análisis de regresión multivariable de Cox, solo la edad, el tamaño tumoral y el 
BLBC definido según el panel de 4 biomarcadores en base a la expresión de proteína FOXC1 mantuvieron la 
significación y fueron predictores independientes de la OS. Tanto el panel de 3 biomarcadores que utiliza TNP como 
el panel de 5 biomarcadores basado en la expresión de CK basal perdieron significación en el análisis multivariable. 15 

Para los propósitos de evaluar la significación prognóstica de cada una de las anteriores definiciones de panel de 
biomarcadores de BLBC, se construyeron tres modelos multivariable separados de subtipos moleculares de cáncer 
de mama para la definición de BLBC de 3 biomarcadores (basada en el fenotipo triple negativo (TNP)), la de 5 
biomarcadores (basada en la expresión de citoqueratinas basales) y la de 4 biomarcadores (basada en la expresión 
de proteína de FOXC1), que incluye cada los factores clinicopatológicos estándares de edad, tamaño de tumor, 20 
estatus nodal y grado tumoral. Los tres modelos multivariable fueron comparados usando el test de relación de 
probabilidad y el Criterio de Información de Akaike (AIC). El modelo de 4 biomarcadores basado en la expresión de 
proteína de FOXC1 presentó la menor puntuación de AIC lo que indica que es el modelo con el mayor valor 
prognóstico (Tabla 11). 

Tabla 11. Comparación de los tres modelos multivariable diferentes de subtipo molecular de cáncer de mama 25 
utilizando paneles de biomarcadores inmunohistoquímicos surrogados. 

Modelo prognóstico de 3 
biomarcadores (TNP) N = 702 Valor-P 

AIC = 748,576 

Relación de peligro (IC 95%) 

Edad  <0,0001 1,049  1,029  1,069 

Tamaño tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2)  0,0153 1,600  1,094  2,338 

Estatus de nodos (Positivo vs. 
Negativo)    

Grado tumoral (Alto-3, Intermedio-
2, Bajo-1)  0,0123 1,628  1,111  2,385 

ER-/HER2- vs. otros    

    

Modelo prognóstico de 5 
biomarcadores (citoqueratina 
basal) N = 677 Valor-P 

AIC = 719,774 

Relación de peligro (IC 95%) 

Edad  <0,0001 1,042  1,022  1,063 

Tamaño tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2)  0,0034 1,765  (1,207  2,581) 

Estatus de nodos (Positivo vs. 
Negativo)    

Grado tumoral (Alto-3, Intermedio-
2, Bajo-1)    

Basal+ vs. otros  0,01 2,499  1,245  5,016 

    

Modelo prognóstico de 4 
N = 670 Valor-P AIC = 712,989 
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biomarcadores (FOXC1) Relación de peligro (IC 95%) 

Edad  <0,0001 1,045  1,028  1,069 

Tamaño tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2)  0,0022 1,797  1,234  2,618 

Estatus de nodos (Positivo vs. 
Negativo)    

Grado tumoral (Alto-3, Intermedio-
2, Bajo-1)    

FOXC1+ (2, 3) vs. otros  <0,0001 3,839  1,928  7,645 

    

 

En la cohorte de pacientes del presente estudio con cáncer de mama ductal invasivo, el fenotipo de tipo basal 
definido en base a la expresión positiva de proteína de FOXC1 fue superior al fenotipo triple negativo empleado 
tradicionalmente, para fines de estratificación prognóstica. Esto demuestra que ser “de tipo basal” no es sinónimo de 
ser “triple negativo”. La definición de IHC del fenotipo de tipo basal basada en la expresión positiva de proteína de 5 
FOXC1 también fue superior al fenotipo de tipo basal definido por la expresión positiva de CK basal, para fines de 
estratificación prognóstica. Esto representa un avance significativo ya que, al contrario que las CKs, el FOXC1 
representa un candidato potencial para la terapia dirigida personalizada de pacientes con BLBC (Ray et al. 2010). El 
FOXC1 no solo promete ser un biomarcador prognóstico, sino también un biomarcador predictivo – predictivo de la 
eficacia terapéutica de cualquier fármaco o producto biológico futuro dirigido contra FOXC1 para el tratamiento de 10 
pacientes con cáncer de mama de tipo basal. 

La plataforma de microsistema de tejidos se basa en el muestreo con aguja de núcleos representativos de 
especímenes y es un método excelente para proyectos de investigación exploratorios que minimiza 
considerablemente la movilización de recursos. Es ideal para determinar la presencia de biomarcadores que se 
expresen homogéneamente a lo largo de un espécimen, tal como ER y HER2. Sin embargo, no es ideal para 15 
determinar la presencia de biomarcadores potenciales, tales como las CKs basales, que se expresan 
heterogéneamente a lo largo de la sección de tejido (referir a Laakso et al.). Por lo tanto, en lugar de microsistemas 
de tejido, para el análisis se usaron secciones de tejido enteras. 

El análisis discutido anteriormente se restringió al tipo histológico de cáncer de mama ductal invasivo. Esto se realizó 
para minimizar potenciales efectos de confusión (prognósticos, biológicos o ambos) del subtipo histológico sobre el 20 
subtipo molecular en el cáncer de mama. Sin embargo, los anteriores descubrimientos en relación a la expresión de 
proteína de FOXC1 pueden extrapolarse a otros tipos histológicos de cáncer de mama tales como el cáncer de 
mama lobular. 

Se ha observado que la expresión de ARNm de FOXC1 tiene un impacto prognóstico sobre la OS en el cáncer de 
mama que probablemente es independiente del estatus de nodos linfáticos, y que es al menos en parte atribuible a 25 
una velocidad significativamente más alta de asociación con la aparición temprana de metástasis cerebral, a 
menudo como el primer sitio de metástasis distante, incluso en pacientes negativos para nodos linfáticos. En el 
presente estudio, cuando se incluyó el estatus de expresión de proteína de FOXC1 determinado mediante IHC en el 
modelo multivariable, el estatus nodal falló en retener significación. Esto confirma adicionalmente el impacto 
prognóstico de FOXC1 como independiente de la implicación nodal. 30 

El panel de 4 biomarcadores que utiliza la expresión de proteína de FOXC1 mostró un pronóstico superior en 
comparación con el panel de 5 biomarcadores que utiliza CK5/6 y/o CK14 basales en la presente cohorte de 
pacientes (cuando se considera en combinación con el estatus de ER, PR y HER2 de especímenes de cáncer de 
mama). Esto sugiere que la expresión de proteína de FOXC1, cuando está presente, permite diagnosticar a 
pacientes que poseen el verdadero subtipo molecular de tipo basal de entre los pacientes con el fenotipo triple 35 
negativo. Un análisis de subconjunto solo de pacientes triple negativos en esta cohorte de estudio mostró una 
tendencia que apoya esta conclusión (datos no incluidos). 

Ejemplo 4: el FOXC1 es responsable del fenotipo agresivo e invasor, lo que le convierte en una diana 
terapéutica viable. 

Materiales y métodos 40 

Células con FOXC1 bloqueado. Los ARNsh de FOXC1 y un ARNsh de control que no coincide con ningún ADNc 
conocido fueron adquiridos en Sigma. Las células fueron transfectadas de forma estable con la construcción de 
FOXC1 o de ARNsh de control y se seleccionaron con 5 µg/mL de puromicina. Las células bloqueadas agrupadas 
fueron usadas para los experimentos. 
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ARNsh de FOXC1. Se adquirieron los siguientes ARNsh en Sigma: 

Secuencias de ARNsh de FOXC1 de ratón: 

 CCGGGAGCAGAGCTACTATCGCGCTCTCGAGAGCGCGATAGTAGCTCTG 

 CTCTTTTG (ARNsh1; SEQ ID NO: 1); y 

 CCGGTGGGAATAGTAGCTGTCAGATCTCGAGATCTGACAGCTACTATTCC 5 

 CATTTTTG (ARNsh2; SEQ ID NO: 2); y 

Secuencias de ARNsh de FOXC1 de humano: 

 CCGGCAAGAAGAAGGACGCGGTGAACTCGAGTTCACCGCGTCCTTCTTCT 

 TGTTTTTG (ARNsh1; SEQ ID NO: 3); y 

 CCGGCCCGGACAAGAAGATCACCCTCTCGAGAGGGTGATCTTCTTGTCCG 10 

 GGTTTTT (ARNsh2; SEQ ID NO: 4); y 

ARNsh de control (no se dirige contra ningún gen humano o de ratón conocido): 

 CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTT 

 GTTTTT (SEQ ID NO: 5) 

Células que sobreexpresan FOXC1. Se transdujo de forma estable un ADNc de FOXC1 humano de longitud 15 
completa en las células de cáncer de mama. Las líneas celulares estables fueron seleccionadas con 800 µg/mL de 
G418. Las poblaciones agrupadas fueron usadas para los experimentos. 

Cultivo celular. Las líneas celulares de cáncer fueron de la “American Type Culture Collection”. Las células 
epiteliales mamarias humanas normales (HMEC) procedían de Clonetics. La proliferación celular se evaluó mediante 
el ensayo MTT. Se llevó a cabo un cultivo celular tridimensional usando una matriz Matrigel BD en placas de 96 20 
pocillos. 

Ensayo de migración celular e invasión. Resumidamente, se llevaron a placa 104 células en la parte superior de 
insertos de cámara Boyden con un tamaño de poro de 8 µm. Los insertos fueron transferidos a continuación a una 
placa de 24 pocillos. Cada pocillo contenía DMEM con un 10% de suero como quimioatractor. Para descartar el 
efecto de la proliferación celular, se añadieron 2 µg/mL de mitomicina C a las células. Tras la incubación, las células 25 
que permanecían sobre la superficie superior de las cámaras fueron eliminadas con palillos de algodón. Las células 
de la superficie inferior de los insertos fueron teñidas con el kit HEMA3 (Fisher). A continuación se montó la 
membrana sobre un portaobjetos de microscopio y se contabilizaron las células migrantes en 5 áreas diferentes 
usando un microscopio de luz. Para los ensayos de invasión, los insertos fueron recubiertos con una capa fina de 
matriz de membrana de base Matrigel (BD Biosciences) y se siguieron los mismos procedimientos. 30 

La inmunohistoquímica y la inmunotinción se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente. 

Resultados y discusión 

Se examinó la función del FOXC1 en las células de cáncer de mama. La sobreexpresión de FOXC1 en células de 
BLBC MDA-MB-231 (que albergan niveles moderados de FOXC1 endógena) incrementó la proliferación celular, la 
migración y la invasión (Figura 11A). Se observaron resultados similares en células de cáncer de mama luminal 35 
MCF-7 (que albergan niveles indetectables de FOXC1 endógeno; Figura 12A). La sobreexpresión de FOXC1 
también potenció el crecimiento independiente de anclaje de células MCF-7 en agar blando. La inmunotinción indicó 
que la ciclina D1, los marcadores de fibroblasto (vimentina, fibronectina y una actina de músculo liso α), las 
integrinas β4 y β1, y las metaloproteinasas de matriz MMP2 y MMP9 fueron reguladas al alza por la sobreexpresión 
de FOXC1 (Figuras 12B-D). También se ha demostrado que el FOXC1 induce la transición epitelial-mesenquimal 40 
(EMT) en células epiteliales mamarias MCF-12A (Bloushtain-Qimron et al. 2008 -21). De forma similar, la 
sobreexpresión de FOXC1 en células epiteliales mamarias MCF-10A indujo un fenotipo mesenquimal acompañado 
de un aumento de la expresión del marcador basal P-caderina y un descenso de la expresión del marcador epitelial 
E-caderina (Figura 12E). La regulación de estos genes por FOXC1 también fue confirmada mediante PCR de 
transcripción inversa cuantitativa (datos no mostrados). Estos datos sugieren que el FOXC1 puede activar un 45 
fenotipo agresivo asociado a las células de BLBC. 

Para determinar los efectos del agotamiento de FOXC1, se transdujo de forma estable ARNsh de FOXC1 en células 
de cáncer de mama de ratón 4T1, que son un modelo para el cáncer de mama humano de estadio IV (Aslakson y 
Miller, 1992 -22) y poseen niveles elevados de FOXC1 endógeno (Figura 13A). Dichos ARNsh redujeron los niveles 
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de FOXC1 en >90% (Figura 13B) y disminuyeron la proliferación celular, la migración y la invasión (Figura 11B). Se 
obtuvieron resultados similares con células de cáncer de mama humano BT549 cuando el FOXC1 fue reducido por 
ARNsh (Figuras 13C y D). El agotamiento de FOXC1 también convirtió células 4T1 de tipo fibroblasto a tipo epitelial 
y suprimió el crecimiento celular en el cultivo tridimensional y la formación de colonias en el agar blando (Figuras 
11C y D). Estos datos sugieren además una función del FOXC1 en la regulación de la función celular. Diversos 5 
estudios han sugerido que el BLBC puede poseer tasas de crecimiento extraordinariamente elevadas (Seewaldt y 
Scott, 2007) y un fenotipo EMT (Sarrio et al. 2008) en comparación con otros subgrupos de cáncer de mama. El 
FOXC1 puede desempeñar un papel en la coordinación de estas propiedades de los BLBC. Además, la metilación 
de ADN puede desempeñar una función en la expresión de FOXC1 asociada a BLBC. En resumen, estos estudios 
confirman al FOXC1 como biomarcador teranóstico, es decir, un biomarcador diagnóstico y prognóstico, así como un 10 
agente terapéutico. 

Ejemplo 5: regulación mediante FOXC1 de la expresión y la función de ERα 

En base a los estudios mostrados a continuación, se descubrió que el FOXC1 induce la señalización de NF-κB para 
inhibir la expresión de ERα. Este estudio proporciona una base molecular para el fenotipo negativo en ERα de 
cáncer de mama de tipo basal y también proporciona implicaciones para la función del FOXC1 en la respuesta de 15 
las células de cáncer de mama al tratamiento antiestrógenos. 

Materiales y métodos 

Cultivo celular. Se obtuvieron líneas celulares de cáncer de mama humano MCF-7 y T47D en el “Breast Center” del 
“Baylor College of Medicine”. Las células fueron mantenidas de forma rutinaria en medio de Eagle modificado de 
Dulbecco (DMEM) suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS), glutamina 2 mM, 50 IU/mL de penicilina, 20 
50 μg/mL de estreptomicina y 10 μg/mL de insulina. Las células se mantuvieron a 37ºC en una incubadora 
humidificada con un 5% de CO2. El tamoxifeno y el 17β-estradiol procedieron de Sigma (St. Louis, MO). El inhibidor 
de molécula pequeña IKK BMS-345541 se adquirió en Calbiochem (Gibbstown, NJ). Para los experimentos que 
implicaban estradiol y tamoxifeno, las células fueron sometidas a ayuno de suero durante una noche y a 
continuación fueron estimuladas con los ligandos de ER a diferentes periodos de tiempo antes de los ensayos de 25 
proliferación celular. 

Análisis de datos de microsistema. Los datos de expresión en bruto procedentes de conjuntos de datos de 
microsistemas de expresión génica de cáncer de mama humano disponibles públicamente (Ginestier et al., 2006; Lu 
et al., 2008; Perou et al., 2000; Pollack et al., 2002; Richardson et al., 2006; Schuetz et al., 2006; Sorlie et al., 2001; 
Sorlie et al., 2003; Zhao et al., 2004) y la base de datos del “Oncology – Breast Samples Project” (Bittnet et al.) del 30 
“International Genomics Consortium” (IGC) en https://expo.intgen.org/expo/public fueron analizados usando el 
software Oncomine 4.0. 

Transfección estable. Las células MCF-7 y T47D fueron transfectadas de forma estable durante 24 h con una 
construcción de FOXC1 marcada con FLAG o el vector vacío usando el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen). A 
continuación se seleccionaron los clones estables usando 800 μg/mL de G418 (Invitrogen). Se verificó la expresión 35 
de FLAG-FOXC1 mediante ensayo de transferencia Western con un anticuerpo anti-FOXC1 (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) y un anticuerpo anti-FLAG (Origene, Rockville, MD). 

Transfección temporal. Se cultivaron células MCF-7 durante 48 h hasta alcanzar una confluencia del 80% antes de 
la transfección. Para las co-transfecciones, se añadió a discos de 60 mm 0,1 μg de construcción indicadora de ADN 
de ERE-tk-luc o NF-κB-luc (Promega, Madison, WI) y 1 μg de vector FLAG-FOXC1 o NF-κB p65. Las células 40 
transfectadas fueron cultivadas durante 24 h. El plásmido indicador de respuesta a estrógenos ERE-tk-luc contiene 
un único ERE de consenso en dirección 5’ de un promotor de timidina quinasa mínimo y el gen de luciferasa (Cui et 
al., 2003). 24 h después de la transfección las células fueron lavadas dos veces con PBS y recolectadas en 200 μL 
de tampón de lisis de indicador (Promega). Se co-transfectaron veinte nanogramos de un vector de expresión de β-
galactosidasa pSV-β-Gal (Promega) como control interno. Se llevaron a cabo ensayos de luciferasa y β-45 
galactosidasa usando reactivos de ensayo de indicador Promega y el sistema de multi-detección GloMax. Para 
evaluar si la sobreexpresión de p65 inhibe la expresión de ERα, se transfectaron células MCF-7 con una 
construcción p65 o con el vector durante 48 h, seguido de inmunotinción. 

Análisis de inmunotinción. Se generaron lisatos celulares completos para la tinción Western usando tampón de lisis 
celular (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, 1% de NP-40, 10% de glicerol) suplementado con un 50 
cóctel de inhibidor de proteasa (Sigma, St. Louis, MO). Se separaron cantidades iguales de proteína mediante SDS-
PAGE al 10% y a continuación se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las etapas restantes fueron 
llevadas a cabo según un protocolo de inmunotinción estándar (Qu et al., 2009). La inmunotinción se realizó con 
anticuerpos policlonales contra p65, FOXC1, IRS1 (1:200; Santa Cruz Biotechnology), anticuerpos policlonales 
contra fosfo-p65, p50, IκBα (1:1000; Cell Signal), o anticuerpos monoclonales contra ERα (1:500; Novocastra 55 
Laboratories, Newcastle upon Tyne, R.U.), PR (1:500; DAKO, Carpinteria, CA). Se usó anti-β actina (Sigma) con una 
dilución de 1:10000. Después de la incubación de anticuerpos primaria, la membrana se volvió a lavar con PBST 
tres veces (5 minutos cada vez) y a continuación se incubó con un anticuerpo secundario ligado a peroxidasa de 
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rábano (HRP) (Amersham, Piscataway, NJ) con una dilución de 1:4000 en disolución de bloqueo. La membrana se 
lavó tres veces y las bandas fueron visualizadas usando ensayos de quimioluminiscencia. 

Transcripción inversa en tiempo real-PCR. Se aisló ARN total de células de cáncer de mama usando el mini-kit 
RNeasy (Qiagen, Valencia, CA). La amplificación de PCR se llevó a cabo usando el Sistema de PCR en Tiempo 
Real Rotor-Gene 3000 (CoRbett Research) en un volumen de reacción de 25 μL. La mezcla de PCR contenía 5 
Transcriptasa Inversa SuperScript® III, sonda TaqMan y cebadores directos e inversos. Las muestras fueron 
incubadas durante 1 ciclo a 95ºC durante 2 minutos, 40 ciclos a 95ºC durante 30 s y 60ºC durante 60 s. Todas las 
muestras fueron tratadas por triplicado. Los resultados se analizaron usando el paquete de software Rotor-Gene 
3000 (Corbett Research). La información de cebador es como se indica a continuación: cebador directo de FOXC1 
5’-CGGTATCC AGCCAGTCTCTGTACCG-3’ (SEQ ID NO: 6), cebador inverso de FOXC1 5’-10 
GTTCGGCTTTGAGGGTGTGTC-3’ (SEQ ID NO: 7), cebador directo de ERα 5’-
CGGTTAGATTCATCATGCGGAACCG-3’ (SEQ ID NO: 8), y cebador inverso de ERα 5’-
TGTGTAGAGGGCATGGTGGAG-3’ (SEQ ID NO: 9). Los datos de ARNm de ERα y FOXC1 fueron normalizados 
respecto al valor de ARNm de β-actina. 

Tinción de inmunofluorescencia. Las células MCF-7 fueron transfectadas temporalmente con plásmido GFP-FOXC1 15 
durante 24 h. A continuación las células fueron digeridas con tripsina y sembradas en portas de cámara (BD 
Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Tras 12 h de incubación, las células fueron fijadas con un 4% de formaldehído y a 
continuación fueron permeabilizadas con PBS que contenía un 0,1% de Triton X-100. Los portas fueron bloqueados 
con un 5% de BSA durante 30 minutos y se incubaron con un anticuerpo anti-ERα primario (1:100) a temperatura 
ambiente durante 1 h. A continuación las células fueron incubadas con un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 20 
Fluor 546 (1:200, Invitrogen) durante 30 minutos. Los portas fueron lavados con PBS tres veces durante 5 minutos 
cada vez, se montaron en DAPI, y se observaron en un microscopio Nikon TI-E de alta resolución. 

Análisis del mecanismo de señalización IPA. El conjunto de datos de Richardson et al. (Richardson et al., 2006) fue 
sometido a Análisis de Mecanismo Ingenuity (IPA, Ingenuity Systems, Redwood City, CA). Resumidamente, se 
analizaron los perfiles de expresión génica globales de todas las muestras de cáncer de mama de acuerdo a su 25 
subgrupo molecular (tipo basal, HER2 y luminal) con respecto a su asociación con un mecanismo canónico 
específico en la Base de Conocimiento de Mecanismos Ingenuity. La significación de la asociación entre el perfil de 
expresión génica global promedio asociado a un subgrupo particular y el mecanismo canónico específico se midió 
de dos maneras: 1) Se calculó una relación del número promedio de genes de un subgrupo particular que mapean al 
mecanismos dividido por el número total de genes (que tiene representación de sonda en la plataforma de 30 
microsistema) asignado al mecanismo canónico. 2) Se usó el test exacto de Fischer para calcular el valor-p que 
determina la probabilidad de que la asociación entre los genes de cualquier subgrupo particular y el mecanismo 
canónico se explique únicamente por oportunidad. El logaritmo negativo de dicho valor-p es el Factor de Impacto. 

Ensayo TransAM de factor de transcripción de NF-κB. La actividad de la familia NF-κB se midió usando el kit ELISA 
TransAM NF-κB (Active Motif, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Resumidamente, las 35 
partículas nucleares aisladas fueron resuspendidas en tampón de extracción (Hepes 20 mM, pH 7,9, NaCl 0,4 M, 
EDTA 1 mM). El sobrenadante (extracto nuclear) se retuvo tras una segunda centrifugación. Las muestras (10 μg) 
fueron añadidas por triplicado a placas de 96 pocillos recubiertas con un oligonucleótido que contiene una secuencia 
de unión de consenso para los componentes NF-κB. Tras 1 h de incubación a temperatura ambiente, se añadieron 
anticuerpos primarios de los distintos componentes de NF-κB; la adición subsiguiente de anticuerpo secundario 40 
conjugado a HRP produjo una lectura colorimétrica sensible cuantificada mediante espectrofotometría en la longitud 
de onda de 450 nm con una longitud de onda de referencia de 655 nm. 

Ensayo de proliferación celular. La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos a un 30% de confluencia y el ensayo 
MTT se llevó a acabo uno, dos, tres y cuatro días tras el tratamiento. Para cada ensayo, se añadieron 50 μL de MTT 45 
(5 mg/mL) a cada pocillo y las células fueron incubadas a 37ºC durante otras 4 h. Tras centrifugación, el 
sobrenadante fue aspirado cuidadosamente y se añadió a cada pocillo 300 μL de DMSO (Sigma). Inmediatamente 
tras la resolubilización, todas las placas fueron escaneadas a 575 nm en un lector de microplacas. El valor de 
absorbancia (A) representaba el número de células vivas. 

Ensayo de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). Los ensayos ChIP fueron llevados a cabo usando el kit 50 
enzimático CHIP-IT Express (Active Motif) siguiendo el protocolo del fabricante. Las células fueron cultivadas hasta 
un 80% de confluencia en DMEM suplementado con un 10% de FBS y a continuación se reticularon con un 1% de 
formaldehído a temperatura ambiente durante 10 minutos. Las células fueron recolectadas y digeridas con tripsina, 
seguido de centrifugación. Los sobrenadantes se prelimpiaron a 4 ºC durante 30 minutos con proteína A-Sepharose-
ADN de esperma de salmón y se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-p65 (Santa Cruz Biotechnology) durante 55 
una noche a 4ºC. La inmunoprecipitación con IgG de conejo normal se llevó a cabo para evaluar la presencia de 
interacciones no específicas, y se analizaron alícuotas de complejos ADN-proteína mediante PCR para normalizar la 
entrada de ADN. Los inmunocomplejos fueron incubados con ADN de esperma de salmón-Sepharose de proteína A 
durante 1 h a 48ºC. Las partículas fueron lavadas y eluídas siguiendo las instrucciones del fabricante y después se 
incubaron durante una noche a 65ºC. Los fragmentos de ADN fueron purificados con un QIAquick Spin Kit (Qiagen, 60 
Valencia, CA). Los cebadores usados para los ensayos ChIP fueron como se indica a continuación: cebador directo 

ES 2 546 410 T3

 



 31 

de ERα, 5’-AGAAGCTAGACCTCTGCAGG-3’ (SEQ ID NO: 10), y cebador inverso de ERα, 5’-AAGCAG 
GGGCAAGGAAATATC-3’ (SEQ ID NO: 11). El fragmento de 140 pb amplificado expande un sitio de unión a p65 
conservado GGGACTTTCT en el promotor F. Para PCR, se usaron 2 μL de una extracción de ADN de 30 μL y 30 
ciclos de amplificación. 

Análisis estadístico. Los resultados se presentan como media ± desviación estándar (SD) de muestras medidas por 5 
triplicado o duplicado. Cada experimentos se llevó a cabo tres veces, a menos que se indique lo contrario. El test t 
de Student fue usado para calcular diferencias entre los diversos grupos experimentales. La diferencia se consideró 
estadísticamente significativa con P < 0,05. 

Resultados y discusión 

FOXC1 está asociado al cáncer de mama humano negativo en ERα. Se ha identificado el FOXC1 como un marcador 10 
principal para el cáncer de mama de tipo basal (Ray et al., 2010), que se caracteriza por una expresión baja o nula 
de ER, PR y HER-2/neu. El análisis de la base de datos de Oncomine, que proporciona conjuntos de datos de 
perfiles de expresión génica de cánceres humanos disponibles públicamente, reveló que los niveles de ARNm de 
FOXC1 se correlacionaban a la inversa con la expresión de ERα en múltiples conjuntos de datos de sistemas de 
microsistema de ADNc de cáncer de mama (Ginestier et al., 2006; Lu et al., 2008; Perou et al., 2000; Pollack et al., 15 
2002; Richardson et al., 2006; Schuetz et al., 2006; Sorlie et al., 2001; Sorlie et al., 2003; Zhao et al., 2004) (Figuras 
18A y 19). A continuación se examinaron los niveles de FOXC1 en líneas celulares de cáncer de mama humano 
bien conocidas positivas o negativas en ERα. 

FOXC1 regula a la baja la expresión de ERα. En vista de la fuerte correlación inversa entre los niveles de FOXC1 y 
ER en el cáncer de mama, se determinó si el FOXC1 afecta a la expresión de ERα. Para abordar esta cuestión, se 20 
transfectó de forma estable FOXC1 en células de cáncer de mama MCF-7 positivas en ERα. La sobreexpresión 
ectópica de FOXC1 redujo sustancialmente los niveles de ERα en transfectantes estables, tal como muestra la PCR 
de transcripción inversa (RT-PCR) y la tinción western (Figuras 20A y 20B). Por consiguiente, los genes regulados 
por estrógeno bien establecidos PR y sustrato-1 de receptor de insulina (IRS-1) también fueron regulados a la baja 
en las células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 (Figura 20B). También se observaron resultados similares en las 25 
células de cáncer de mama T47D positivas en ERα (Figura 21). 

Para corroborar el anterior descubrimiento, se transfectó de forma temporal una construcción génica de fusión GFP-
FOXC1 en células MCF-7. La tinción inmunofluorescentes demostró que los niveles de ERα eran claramente 
inferiores en las células MCF-7 que expresaban GFP-FOXC1 en comparación con las células vecinas que apenas 
presentaban señal de GFP detectable (Figura 20C). A continuación, se co-transfectó de forma temporal células 30 
MCF-7 con una construcción indicadora de elemento de respuesta a estrógeno (ERE)-luciferasa tal como se ha 
descrito previamente (Cui et al., 2003), y un plásmido de FOXC1, y a continuación se estimuló a las células con 
estradiol. Tal como ilustra la Figura 20D, el FOXC1 suprimió la actividad de luciferasa inducida por estradiol, lo que 
sugiere que la actividad transcripcional de ERα se vio inhibida. Considerándolos en conjunto, estos resultados 
indican que el FOXC1 es un represor de la expresión de ERα y por tanto de su actividad. 35 

FOXC1 reduce la sensibilidad de las células de cáncer de mama a ligandos de ERα. Previamente se ha demostrado 
que la sobreexpresión de FOXC1 potencia el crecimiento celular en condiciones normales de cultivo (Ray et al., 
2010). Por tanto, se determinó si el FOXC1 afecta al crecimiento de células MCF-7 en otras condiciones de cultivo. 
Tal como se ilustra en la Figuras 22A y 22B, la sobreexpresión de FOXC1 potenció el crecimiento de células MCF-7 
en medio libre de suero, pero disminuyó el aumento del crecimiento celular inducido por el tratamiento con estradiol 40 
en comparación con las condiciones en ayunas de suero. Adicionalmente, la sobreexpresión de FOXC1 dio lugar a 
células MCF-7 menos sensibles al tratamiento del antiestrógeno tamoxifeno (Figura 22C). En conjunto, estos datos 
sugieren que la regulación a la baja de ERα por FOXC1 permite que el crecimiento celular de MCF-7 sea menos 
dependiente de la activación de ERα inducida por E2 o de la desactivación de ERα inducida por tamoxifeno. 

FOXC1 regula al alza la actividad de NF-κB. Puesto que el análisis del promotor de gen ERα humano (Kos et al., 45 
2001; Tanimoto et al., 1999) no encontró sitios de unión a FOXC1 conservados, se postuló que la inhibición de ERα 
por FOXC1 puede estar mediada por otros mecanismos de señalización. Teniendo esto en cuenta, se adoptó una 
estrategia de escrutinio sin tendencia. Puesto que el FOXC1 es un marcador importante para el cáncer de mama de 
tipo basal, se llevó a cabo un análisis de red de señalización sistemático de conjuntos de datos de microsistema de 
ADNc de cáncer de mama usando la plataforma IPA de Ingenuity (ver Materiales y métodos) para identificar 50 
mecanismos de señalización asociados al cáncer de mama de tipo basal. Como se muestra en la Figura 23A, se 
descubrió el NF-κB como uno de los mecanismos más distintivos del subtipo de tipo basal, lo cual es consistente con 
el descubrimiento previo de que el factor de transcripción de NF-κB está activado constitutivamente en el cáncer de 
mama negativo en ER y es esencial para la proliferación de células de cáncer de mama de tipo basal (Karin et al., 
2002; Nakshatri et al., 1997; Singh et al., 2007). 55 

Dado el anterior descubrimiento, se determinó si la FOXC1 regula la función de NF-κB. La inmunotinción demostró 
que la subunidad p65 y p-p65 (Ser546, un sitio de fosforilación de quinasa IκB [IKK]) era inducidamente de forma 
destacada por la sobreexpresión de FOXC1 en células MCF-7 (Figura 23B). A la inversa, el bloqueo de FOXC1 por 
su ARNsh reprimió la expresión de p65 en células de cáncer de mama de ratón 4T1, que poseen niveles elevados 
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de FOXC1 endógeno (Figura 23C). Previamente se ha demostrado que los niveles de p65 están controlados 
principalmente a nivel de estabilidad de proteína (Ryo et al., 2003). Usando RT-PCR y el inhibidor de traducción de 
proteína cicloheximida, se confirmó que esta regulación al alza de p65 por FOXC1 era mediante un incremento de 
su estabilidad proteínica (datos no mostrados). La inmunotinción con extractos nucleares indicó que el FOXC1 
promueve la traslocalización de p65 al interior del núcleo (Figura 23D). En concordancia, un ELISA TransAM con 5 
oligonucleótidos que comprenden las secuencias de unión a NF-κB de consenso demostró que el FOXC1 aumenta 
considerablemente la actividad de unión a ADN del p65 (Figura 23E). Para corroborar que el FOXC1 potencia la 
actividad de NF-κB, se usó una construcción indicadora de luciferasa que responde a NF-κB. Tal como se muestra 
en la Figura 23F, la sobreexpresión de FOXC1 aumentó significativamente la actividad de luciferasa dirigida por NF-
κB. La co-expresión de un super-represor IκBα, una proteína de inhibición de p65, eliminó dicho efecto del FOXC1. 10 
Cabe destacar que la sobreexpresión de FOXC1 sensibilizó a las células MCF-7 frente a la inhibición farmacológica 
de NF-κB mediante su inhibidor de molécula pequeña BMS-345541 en los ensayos de proliferación celular (Figura 
23G). Se obtuvieron resultados similares con otras líneas celulares de cáncer de mama positivas para ERα (datos no 
mostrados). En conjunto, estos resultados demuestran que el FOXC1 es un potente inductor de la activación de NF-
κB. 15 

NF-κB regula a la baja la expresión de ERα. El NF-κB está asociado al estatus negativo de ERα en el cáncer de 
mama (Biswas et al., 2004; Nakshatri et al., 1997). Se ha demostrado que el NF-κB regula de forma negativa la 
expresión de ERα (Biswas et al., 2005; Holloway et al., 2004). Para profundizar en la investigación de si el NF-κB 
desempeña un papel en el efecto del FOXC1 sobre la expresión de ERα, la subunidad p65 de NF-κB de las células 
MCF-7 fue sobreexpresada mediante transfección. La inmunotinción mostró que un aumento de la expresión de p65 20 
disminuyó los niveles de proteína de ERα en células MCF-7 (Figura 24A). La RT-PCR en tiempo real indicó que los 
niveles de ARNm de ERα también se vieron reducidos (Figura 25). Inversamente, la inhibición de NF-κB por el 
inhibidor IKK BMS-345541 en células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 elevó los niveles de ERα, PR e IRS-1 
(Figura 24B). Adicionalmente, cuando se co-transfectó de manera transitoria p65 o ERα con una construcción 
indicadora de luciferasa ERE, la actividad de luciferasa inducida por E2 se vio sustancialmente reducida por la co-25 
transfección de p65, aunque aumentó por la co-transfección de ERα (Figura 24C). 

El ARNm de ERα humano se transcribe desde al menos siete promotores diferentes con regiones únicas no 
traducidas en 5’ (Kos et al., 2001). Todos estos tránscritos de ERα utilizan un mismo sitio de aceptación de 
separación en el nucleótido +163 desde el sitio de inicio de la transcripción en el exón 1 identificado originalmente 
(Green et al., 1986). Estudios previos han demostrado que el p65 se une al promotor B del gen ERα (Tanimoto et al., 30 
1999). De forma destacable, también existe un sitio de unión a p65 altamente conservado GGGACTTTCA en la 
posición -430 del promotor F de ERα (Mahmoodzadeh et al., 2009). Para confirmar que el p65 se une a esta región 
de promotor, se llevaron a cabo ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) usando extractos celulares 
preparados a partir de células MCF-7 de control y que sobreexpresan FOXC1. La región promotora amplificada de 
140 pb se extiende desde el sitio de unión. Tal como se presenta en la Figura 24D, la unión de p65 al promotor F de 35 
ERα se vio incrementada por la sobreexpresión de FOXC1. En conjunto, estos resultados sugieren que el p65 media 
en la supresión de FOXC1 de la expresión de ER. 

En este estudio, se ha demostrado que la expresión de FOXC1, un factor de transcripción esencial para el desarrollo 
de tejido de mesoderma en vertebrados (Berry et al., 2002; Saleem et al., 2003) y un marcador para el cáncer de 
mama de tipo basal (Ray et al., 2010), se correlaciona inversamente con los niveles de ERα en tejidos y líneas 40 
celulares de cáncer de mama. Específicamente, se descubrió que el FOXC1 regula al alza la subunidad p65 de NF-
κB, lo cual regula entonces a la baja la expresión de ERα a través de un mecanismo transcripcional. La regulación al 
alza de p65 también des-sensibiliza a las células de cáncer de mama frente al estradiol y el antiestrógeno 
tamoxifeno. En esencia, la sobreexpresión de FOXC1 hace que las células cambien de ser dependientes de 
estrógeno a una proliferación dependiente de NF-κB, un descubrimiento confirmado por la sensibilidad de las células 45 
de cáncer de mama a la inhibición de NF-κB. El NF-κB es un factor de transcripción bien establecido que 
desempeña un papel central en la regulación de la expresión de muchos genes asociados a la proliferación celular, 
la respuesta inmune, la inflamación, la supervivencia celular y la oncogénesis (Karin et al., 2002; Lin et al.). Este 
estudio proporciona evidencias de la interrelación entre ERα y FOXC1 mediada por NF-κB. 

Estudios previos han revelado que la caja forkhead A1 (FOXA1) y la proteína de unión 3 (GATA-3) son expresadas 50 
en íntima asociación con el ERα (Albergaria et al., 2009). Ambos son factores de transcripción implicados en la 
acción mediada por ERα en el cáncer de mama (Eeckhoute et al., 2007; Lupien et al., 2008; van der Heul-
Nieuwenhuijsen et al., 2009). El FOXA1 se une a ADN de cromatina y abre la estructura de la cromatina potenciando 
con ello la unión de ERα a los promotores de sus genes diana. El sitio de unión de FOXA1 habitualmente está en 
estrecha proximidad respecto a los sitios de unión a ERα. A este respecto, el FOXA1 actúa como factor imprimador 55 
en el reclutamiento de ERα a sus elementos cis-reguladores en el genoma y la subsiguiente inducción 
transcripcional de genes diana tales como ciclina D1 en las células de cáncer de mama (Carroll et al., 2005; 
Laganiere et al., 2005). El GATA-3 es requerido para la estimulación de estrógeno en la progresión del ciclo celular 
en las células de cáncer de mama. Regula al alza el ERα uniéndose a dos elementos cis-reguladores localizados 
dentro del gen ERα; esta unión permite el reclutamiento de ARN polimerasa II a promotores de ERα (Eeckhoute et 60 
al., 2007). Otro factor de transcripción de cabeza forkhead, FOXO3a, también induce la expresión de ERα a través 
de la unión al promotor de ERα (Belguise y Sonenshein, 2007; Guo y Sonenshein, 2004). 
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Además de su asociación al cáncer de mama negativo para ERα en general, la activación de NF-κB se ha asociado 
a la pérdida de ER asociada a la sobreexpresión de EGFR ó HER-2 en el cáncer de mama inflamatorio (Van Laere 
et al., 2007). Esto es consistente con el descubrimiento anterior de que el NF-κB media en la regulación a la baja de 
ER mediante MAPK hiperactivo (Holloway et al., 2004; Oh et al., 2001), inducido normalmente por la sobreexpresión 
de EGFR y HER-2. Cabe destacar que los mecanismos para la inhibición de ERα por NF-κB todavía no se entienden 5 
bien. El p65 de NF-κB puede actuar uniéndose directamente al promotor de ERα (Mahmoodzadeh et al., 2009; 
Tanimoto et al., 1999). Además de los sitios de unión de NF-κB publicados para el promotor B del gen ERα 
(Tanimoto et al., 1999), existe un sitio de unión de NF-κB altamente conservado en el promotor F de ERα en los 
nucleótidos -380 a -420 (Mahmoodzadeh et al., 2009). El análisis ChIP confirmó que el NF-κB se puede unir a la 
región que contiene las secuencias conservadas. Otra posibilidad es que el p65 interaccione con ERα inhibiendo con 10 
ello la actividad de ERα (Gionet et al., 2009; Stein y Yang, 1995). Esto a su vez puede reducir la transcripción de 
ERα, que puede ser regulada positivamente mediante el propio ERα activado por estrógenos a través de EREs 
medios en su promotor (Piva et al., 1988; Treilleux et al., 1997). El efecto de NF-κB también puede explicarse en 
parte por su regulación de genes que modulan la expresión de ERα. 

En resumen, este estudio esboza un mecanismo para la expresión baja o nula de ERα en el cáncer de mama de tipo 15 
basal y propone un nuevo paradigma para investigar el control de la expresión de ERα durante la progresión del 
cáncer de mama. Estos descubrimientos ahondan en el informe previo de que la expresión de ciclina D1 y otros 
genes promotores del crecimiento se ve aumentada en las células que sobreexpresan FOXC1. Una relación entre el 
ERα y FOXC1/NF-κB puede tener implicaciones clínicas para los pacientes de cáncer de mama positivos en ERα 
que recurren con cáncer negativo en ERα. 20 

Ejemplo 6: Estratificación prognóstica de pacientes enriquecidos en HER2 utilizando una determinación de 
FOXC1 de microsistemas de expresión génica semi-cuantitativa 

Los tumores enriquecidos en receptor 2 de crecimiento epidérmico humano (HER2) presentan amplificación génica o 
sobreexpresión proteínica. Este subtipo de cáncer de mama es notable por su prognosis variable y su respuesta a la 
terapia sistémica. Se ha sugerido que un subconjunto de tumores positivos en HER2 exhibe características de tipo 25 
basal, el denominado subtipo HER2 basal. El subtipo HER2 basal ha demostrado presentar el peor pronóstico entre 
los tumores que sobreexpresan HER2. Se ha sugerido que el subtipo HER2 basal simultáneamente co-expresa 
HER2 y marcadores típicos del cáncer de mama de tipo basal. Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, el 
FOXC1 es un biomarcador teranóstico del subtipo molecular de cáncer de mama de tipo basal. Por lo tanto, se 
puede investigar la expresión de FOXC1 dentro de los tumores que sobreexpresan HER2 para determinar si la 30 
expresión de FOXC1 representa el subtipo HER2 basal y pronostica una mala supervivencia global (OS). 

Se obtuvieron datos de microsistema de expresión génica de 58 tumores amplificados de HER2 en una base de 
datos disponible públicamente que contenía datos de resultados clínicos ligados (J Clin Oncol. 10 abril 2010; 28(11): 
1813-20. Epub 15 marzo 2010). Los datos fueron analizados para expresión de FOXC1 y se usó un valor de corte de 
mediana (percentil 50) para segregar los tumores entre las designaciones de FOXC1 alta y FOXC1 baja. La 35 
significación prognóstica del FOXC1 (alta vs. baja) se determinó usando análisis univariable y multivariable. 

La Figura 14 muestra que la designación FOXC1 alta presentó una OS significativamente peor que la designación 
FOXC1 baja (p=0,0313). La designación FOXC1 alta fue un indicador prognóstico independiente para la pero OS 
cuando se controló la edad, el tamaño tumoral y el estatus de nodos linfáticos (HR 2,54, IC 95% 1,21-5,33, 
p=0.0138). 40 

Los tumores que co-expresan FOXC1 y HER2 pueden representa el subtipo híbrido tipo basal/HER2+. Los pacientes 
con tumores enriquecidos en HER2 que presentan una expresión de FOXC1 elevada presentan una peor 
supervivencia. La determinación de la expresión de FOXC1 con tumores enriquecidos en HER2 puede representar 
una estrategia pragmática para la diagnosis y la prognosis del subtipo basal-HER2. 

Ejemplo 7: Estratificación prognóstica de pacientes luminales que utilizan determinación de microsistemas 45 
de expresión génica semi-cuantitativa de FOXC1. 

Los tumores enriquecidos en receptor de estrógeno y/o receptor de progesterona presentan amplificación génica o 
sobreexpresión proteínica de ER y/o PR. Un subconjunto de tumores positivos en ER y/o positivos en PR puede 
exhibir características de tipo basal, el denominado subtipo híbrido de tipo basal/luminal. El subtipo híbrido de tipo 
basal/luminal probablemente tiene el peor pronóstico entre los tumores que sobreexpresan ER o PR. El subtipo 50 
híbrido de tipo basal/luminal probablemente co-expresa de forma simultánea ER y/o PR y marcadores típicos del 
cáncer de mama de tipo basal. Tal como se ha descrito en los ejemplos anteriores, el FOXC1 es un biomarcador 
teranóstico del subtipo molecular de cáncer de mama de tipo basal. Por lo tanto, se puede investigar la expresión de 
FOXC1 en tumores que sobreexpresan ER y/o PR para determinar si la expresión de FOXC1 representa el subtipo 
híbrido de tipo basal/luminal y pronostica una mala supervivencia global (OS). 55 

Los datos de microsistemas de expresión génica de tumores amplificados en ER y/o PR pueden obtenerse en una 
base de datos disponible públicamente que contiene datos de resultados clínicos asociados. Los datos pueden 
analizarse para determinar la expresión de FOXC1 y se debería usar un valor de corte de mediana para segregar los 
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tumores entre las designaciones FOXC1 alta y FOXC1 baja. La significación prognóstica del FOXC1 (alta vs. baja) 
puede determinarse usando análisis univariable y multivariable. 

La designación de FOXC1 alta probablemente tiene una OS significativamente peor en comparación con la 
designación FOXC1 baja dentro del subtipo luminal. La designación FOXC1 alta probablemente es un indicador 
prognóstico independiente para pero OS cuando se controla la edad, el tamaño tumoral y el estatus de nodos 5 
linfáticos. 

Los tumores que co-expresan FOXC1 y ER y/o PR pueden representar el subtipo híbrido de tipo basal/luminal. Los 
pacientes con tumores enriquecidos en ER y/o PR que presentan una expresión elevada de FOXC1 probablemente 
presenten una peor supervivencia. La determinación de la expresión de FOXC1 en tumores enriquecidos en ER y/o 
PR puede representar una estrategia pragmática para el diagnóstico y el pronóstico del subtipo híbrido de tipo 10 
basal/luminal. 

Ejemplo 8: Estratificación prognóstica de pacientes triple negativos utilizando determinación de 
microsistemas de expresión génica semi-cuantitativa de FOXC1. 

Los tumores triple negativos no expresan ER, PR ó HER2. Un subconjunto de tumores triple negativos puede exhibir 
características de tipo basal, el denominado subtipo híbrido de tipo basal/triple negativo. El subtipo híbrido de tipo 15 
basal/triple negativo se asocia con el peor pronóstico dentro de los tumores triple negativos. El subtipo híbrido de 
tipo basal/triple negativo probablemente expresa marcadores típicos del cáncer de mama de tipo basal. Tal como se 
describe en los anteriores ejemplos, el FOXC1 es un biomarcador teranóstico del subtipo molecular de cáncer de 
mama de tipo basal. Por lo tanto, se puede investigar la expresión de FOXC1 en tumores triple negativos para 
determinar si la expresión de FOXC1 representa el subtipo híbrido de tipo basal/triple negativo y pronostica una mala 20 
supervivencia global (OS). 

Los datos de microsistema de expresión génica de tumores triple negativos pueden obtenerse de una base de datos 
disponible públicamente que contiene datos de resultados clínicos asociados. Los datos se pueden analizar para 
determinar la expresión de FOXC1 y se debería usar un valor de corte de mediana para segregar los tumores entre 
las designaciones de FOXC1 alta y FOXC1 baja. La significación prognóstica de FOXC1 (alta vs. baja) puede 25 
determinarse usando análisis univariable y multivariable. 

La designación de FOXC1 alta probablemente presenta una OS significativamente peor en comparación con la 
designación de FOXC1 baja dentro del subtipo triple negativo. La designación de FOXC1 alta probablemente es un 
indicador prognóstico independiente para peor OS cuando se controla la edad, el tamaño tumoral y el estatus de 
nodos linfáticos. 30 

Los tumores que expresan FOXC1 y no ER, PR y HER2 pueden representar el subtipo híbrido de tipo basal/triple 
negativo. Los pacientes con tumores triple negativos que presentan una expresión elevada de FOXC1 
probablemente presentan una peor supervivencia. La determinación de la expresión de FOXC1 en tumores triple 
negativos puede representar una estrategia pragmática para el diagnóstico y el pronóstico del subtipo híbrido de tipo 
basal/luminal. 35 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método de clasificación teranóstica, que proporciona información relativa al diagnóstico, el pronóstico y la 
optimización del tratamiento de un tumor de cáncer de mama, método que comprende: 

- determinar un estatus de expresión de ER, PR y HER2 de una muestra de tumor de cáncer de mama; 

- detectar un nivel de expresión de FOXC1 a partir de la muestra de tumor de cáncer de mama; 5 

- comparar el nivel de expresión de FOXC1 con un nivel de corte predeterminado; y 

- clasificar la muestra de tumor de cáncer de mama como perteneciente a un subtipo de tumor de cáncer de 
mama híbrido de tipo basal/triple negativo teranóstico cuando el estatus de expresión de ER es negativo (ER-), el 
estatus de expresión de PR es negativo (PR-), el estatus de expresión de HER2 es negativo (HER2-) y el nivel 
de expresión de FOXC1 es superior a un nivel de corte predeterminado, donde el nivel de corte predeterminado 10 
se determina mediante un nivel de percentil 90 de los niveles de expresión de FOXC1 correspondientes a un 
conjunto de datos de tumores de cáncer de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de 
cáncer de mama. 

2. Un método para predecir un pronóstico de un cáncer de mama de tipo basal, método que comprende: 

- detectar un nivel de expresión de FOXC1 en una muestra de tumor de cáncer de mama; 15 

- comparar el nivel de expresión de FOXC1 con un nivel de corte predeterminado; y 

- predecir un mal pronóstico del cáncer de mama de tipo basal si el nivel de expresión de FOXC1 es superior al 
nivel de corte predeterminado, donde el nivel de corte predeterminado se determina mediante un nivel de 
percentil 90 de los niveles de expresión de FOXC1 correspondientes a un conjunto de datos de tumores de 
cáncer de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de cáncer de mama. 20 

3. El método de la reivindicación 1 ó 2, donde la muestra de tumor de cáncer de mama es una muestra embebida en 
parafina y fijada con formalina (FFPE). 

4. El método de la reivindicación 3, donde el nivel de expresión de FOXC1 se determina mediante reacción en 
cadena de polimerasa de transcriptasa inversa cuantitativa (qRT-PCR) o mediante un ensayo Quantigene® FFPE. 

5. El método de la reivindicación 2, donde el pronóstico es supervivencia global o supervivencia libre de recurrencia. 25 

6. El método de la reivindicación 2, donde el pronóstico es una propensión a desarrollar una metástasis distante o un 
tiempo para metástasis distante. 

7. El método de la reivindicación 6 donde la metástasis distante es metástasis cerebral. 

8. El método de la reivindicación 2, donde el pronóstico es una propensión a resistencia a una terapia dirigida contra 
el cáncer. 30 

9. El método de la reivindicación 8, donde la terapia dirigida es una sustancia que inhibe la expresión y/o la actividad 
de HER2. 

10. El método de la reivindicación 9, donde la sustancia es trastuzumab (Herceptin®). 

11. El método de la reivindicación 8, donde la terapia dirigida es una sustancia que inhibe la expresión y/o la 
actividad de ER. 35 

12. El método de la reivindicación 11, donde la sustancia es tamoxifeno o un inhibidor de aromatasa. 
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