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Resumen

Trastuzumab (TRZ) fue el primer anticuerpo 
monoclonal (AcM) IgG humanizado aprobado 
para el tratamiento del cáncer de mama (CM). 
Desde su aprobación en 1998, se estima que 
se ha administrado a más de 2.5 millones de 
mujeres en todo el mundo y se encuentra en la 
lista de medicamentos esenciales de la OMS. 
TRZ ha revolucionado la terapia del CM HER2+. 
Tanto los mecanismos no inmunológicos como los 
inmunomediados explican la actividad clínica de 
TRZ.

La asociación entre el polimorfismo del FcγRIIIa y 
la eficacia terapéutica de los AcM se ha comprobado 
en varios modelos. Los pacientes con los genotipos 
F/V y V/F presentan una mejor respuesta clínica 
cuando son tratados con diferentes anticuerpos. 
Sin embargo, existen datos controvertidos sobre 
la asociación con el polimorfismo FcγRIIIa y la 
actividad del TRZ.

En este trabajo evaluamos las variantes del 
polimorfismo FcγRIIIa en pacientes con CM 
HER2+ en terapia neoadyuvante (NA) compuesta 
de quimioterapia (QT) basada en taxanos y 
platino en combinación con TRZ y pertuzumab 
(PER).

Si bien nuestro estudio no logró identificar 
ninguna asociación genética de los distintos alelos 

del FcγRIIIa con la respuesta al tratamiento 
neoadyuvante de quimioterapia en combinación 
con TRZ, quizás debido al bajo número de pacientes 
que no presentaron respuesta patológica completa 
(RPC), estos resultados no excluyen un papel para 
los FcγR.

Palabras clave: FcγRIIIa, polimorfismo, cáncer 
de mama HER2+, trastuzumab

Abstract

Trastuzumab (TRZ) was the first humanized 
IgG mAb approved for the treatment of breast 
cancer. Since its approval in 1998, it is estimated 
that it has been administered to more than 2.5 
million women worldwide and is on the WHO list 
of essential medicines. TRZ has revolutionized 
HER2+ breast cancer therapy. Both non-immune 
and immune-mediated mechanisms explain the 
clinical activity of TRZ.

The association between the FcγRIIIa 
polymorphism and the therapeutic efficacy of 
monoclonar antibodies (mAb) has been verified 
in several models. Patients with the F/V and V/F 
genotypes have a better clinical response when 
treated with different antibodies. However, there 
is controversial data on the association with the 
FcγRIIIa polymorphism and TRZ activity.
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In this study we evaluated the variants of 
the FcγRIIIa polymorphism in patients with 
HER2+ breast cancer on neoadjuvant therapy 
(NA) composed of taxane and platinum-based 
chemotherapy (QT) in combination with TRZ and 
pertuzumab (PER).

Although our study did not identify any genetic 
association of the different FcgRIIIa alleles with 
response to NA QT in combination with TRZ, 
perhaps due to the low number of patients who did 
not present pathological complete response, these 
results do not exclude a role for FcγR. 

Key words: FcγRIIIa, polymorphism, HER2+ 
breast cancer, trastuzumab

Introducción

La amplificación de HER2 está presente entre el 
15-20% de los tumores de pacientes con cáncer de 
mama (CM), y se relaciona con una enfermedad 
más agresiva y de peor pronóstico1-3. Sin embargo, 
desde la aplicación de la terapia dirigida contra 
este receptor, el panorama clínico de las pacientes 
ha cambiado de forma relevante, mejorando 
notablemente los resultados de supervivencia4,5. 
Trastuzumab (TRZ) fue el primer AcM IgG 
humanizado aprobado para el tratamiento del 
cáncer de mama. Desde su aprobación en 1998, 
se estima que se ha administrado a más de 
2.5 millones de mujeres en todo el mundo y se 
encuentra en la lista de medicamentos esenciales 
de la OMS. TRZ ha revolucionado la terapia del 
CM HER2+4,5. Tanto los mecanismos no inmunes 
como los inmunomediados explican la actividad 
clínica de TRZ. TRZ induce la muerte celular 
mediante la inhibición directa de la señalización 
de HER26. 

Pertuzumab (PER) es un AcM que se une a un 
epitope diferente del dominio extracelular de 
HER2 y, en combinación con TRZ, potencia la 
muerte de las células tumorales, lo que confiere 
una mejora significativa en los resultados clínicos 
de las pacientes previniendo la aparición de 
resistencia al bloqueo anti-HER27,8.

Ambos AcMs dirigidos contra HER2, también 
pueden vigorizar el sistema inmunitario para 
inducir respuestas inmunitarias antitumorales. La 
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 

(ADCC, de su sigla en inglés Antibody Dependent 
Cell Cytotoxicity) es una respuesta inmunitaria 
mediante la cual las células inmunitarias provocan 
la muerte celular cuando anticuerpos específicos 
se adhieren a la membrana de la célula blanco9,10. 
Es uno de los diversos mecanismos por el cual 
los anticuerpos pueden confinar y contener una 
infección11,12. Normalmente, la ADCC implica 
la activación de células inmunitarias llamadas 
Natural Killer (NK) por anticuerpos que se unen 
a receptores del fragmento cristalizable (RFc) de 
un Ac. El RFc más caracterizado de la membrana 
de las células NK es el CD16 o FcγRIII. Una 
vez que el RFc se une al fragmento Fc de una 
IgG, las células NK liberan diferentes moléculas 
citotóxicas que provocan la muerte de la célula 
blanco13. Experimentos realizados en ratones 
knockout apoyan el rol de las células NK y a la 
red de monocitos que también expresan CD16 en 
la función efectora contra tumores en la ADCC 
mediada por TRZ14. 

Además, la estimulación de ADCC por TRZ contra 
células de CM HER2+ se demostró en ensayos ex 
vivo utilizando células mononucleares de sangre 
periférica humanas o células NK de pacientes con 
CM HER2+ tratadas con TRZ15.

El gen FcγRIIIa codifica dos variantes que difieren 
en la posición 158, una valina (Val-V158) o una 
fenilalanina (Phe-F158)16. Este polimorfismo 
genético influye enormemente en la afinidad de 
la IgG1 por el receptor Fcγ17,18. Los haplotipos 
V/V y V/F se asocian a una mayor afinidad de la 
IgG1 con el FcγR y, en consecuencia, una mayor 
capacidad para realizar ADCC. La asociación 
entre el polimorfismo del FcƴRIIIa y la eficacia 
terapéutica de los AcMs se ha comprobado en 
varios modelos. Los pacientes con los genotipos 
F/V y V/F presentan una mejor respuesta 
clínica cuando son tratados con rituximab y 
cetuximab, respectivamente. Sin embargo, existen 
datos controvertidos sobre la asociación con el 
polimorfismo FcγRIIIa y la actividad del TRZ19-24.

En este trabajo evaluamos las variantes del 
polimorfismo FcγRIIIa en pacientes con CM 
HER2+ en terapia NA compuesta de QT basada 
en taxanos y platino en combinación con TRZ y 
PER, provenientes de tres centros de la Ciudad 
Autónoma de Buenos Aires y de la provincia de 
Buenos Aires, Argentina.
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Materiales y métodos

Población de estudio

En el presente estudio se evaluaron muestras de 59 
pacientes mayores de 18 años de sexo femenino con 
CM HER2+. Con tumores >2 cm y/o axila positiva 
en plan de QT NA más TRZ/PER provenientes 
del Instituto Alexander Fleming, CEMIC y 
Hospital Austral (Tabla 1). Previo al inicio del 
primer ciclo de QT se tomaron 20 ml de sangre 
periférica para los análisis correspondientes. Las 
pacientes iniciaron el tratamiento que consistió 
en 6 ciclos, 1 ciclo cada 3 semanas, de QT NA 
(combinación de platino y taxano) más TRZ/PER, 
hasta completarlo con seguimientos habituales. 
Finalizada la QT, se realizó el procedimiento 
quirúrgico definido por el mastólogo y se realizó 
el informe patológico a partir de cortes seriados 
totales del lecho post tratamiento, según las pautas 
de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) 
8va edición25 para definir la RPC, de modo que, si 
existe lesión in situ, sin importar la extensión sin 
evidencia de componente infiltrante se considera 
como respuesta completa. Si hubiera embolias 
vasculares neoplásicas, aun sin presencia de lesión 
infiltrante se considera como enfermedad residual. 

El Residual cancer burden calculator se utilizó 
para la definición. 

Los datos clínico-patológicos fueron recolectados de 
las historias clínicas de las pacientes, previa firma 
de consentimiento informado correspondiente, 
tanto para el acceso a sus datos clínicos como a la 
toma de muestra de sangre.

Se excluyeron pacientes con enfermedad 
metastásica o sincrónica.

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Las células mononucleares (MN) se aislaron 
mediante un gradiente de densidad de Ficoll- Paque 
Plus (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones 
del fabricante a partir de muestras de sangre 
entera de pacientes con CM HER2+. Se separó 
un pellet de 1x106 de células MN a partir del cual 
se realizó la extracción de ADN y análisis del 
polimorfismo FcƴRIIIA.

Análisis del polimorfismo

Al pellet de células MN obtenido se le agregó 1ml 
de DNAzol (DNAzol™ Reagent, ThermoFisher 
Scientific) y se incubó a temperatura ambiente 
(TA) por 20 minutos y luego se llevó a -20°C 
hasta el momento de la extracción para la cual se 
agregaron 500 µl de etanol (EtOH) 100%. Luego 
de resuspender, se centrifugó y se removió el 
sobrenadante. Se repitió el proceso 2 veces con 1 
ml de EtOH 75%. Por último, se realizó un lavado 
con EtOH 5% y se incubó a 37°C por 10 minutos. 
Se eliminó todo el sobrenadante y se dejó secar. Se 
lo resuspendió en hidróxido de sodio (NaOH) 8mM 
y se incubó a 37°C toda la noche. La cantidad de 
ADN extraído se cuantificó mediante Nano Drop 
2000 (Thermo Scientific) utilizando como blanco 
NaOH 8mM.

El análisis del polimorfismo FcγRIIIA se realizó 
mediante PCR de punto final (Veriti Thermal 
Cycler, Applied Biosystems). Los primers 
utilizados fueron los siguientes: FCGR3A Fw: 
cctggggtgtctgtgtcttt; Rw: ctgcaaacctaccctgcaat. 
Como control se utilizó la expresión del gen de 
actina y los primers utilizados fueron ACTB Fw: 
ccagaggcgtacagggatag; Rw: ccaccgcgagaagatga. 

La visualización de los productos de PCR se realizó 
mediante electroforesis en gel de agarosa 2%. 
Una vez confirmada la presencia de los productos 
de PCR, se enviaron a secuenciar a un servicio 

Tabla 1. Características de las pacientes del estudio INMUNOHER

Características N (%)

N 59

Edad Md (RIC) 50 (41-59)

Histología

NST 55 (93.6)

Lobulillar 2 (3.2)

Otro  2 (3.2)

Grado histológico

1 1 (1.7)

2 26 (44)

3 24 (40.7)

NS 8 (13.55)

Estadio

1 6 (10)

2 39 (66)

3 14 (24)

Luminal/Her2 32 (54.2)

Her2 enriquecido 27 (45.8)

Ki67 Md (RIC) 40 (25-45)

>20% 46 (78)
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externo (Macrogen). El análisis de las secuencias 
se realizó mediante el software Mutation Surveyor 
(SoftGenetics) donde se comparó la secuencia 
obtenida contra la secuencia de referencia (WT) 
para ubicar el cambio de base.

Estadística

Los análisis estadísticos y los gráficos 
correspondientes fueron realizados con el 
programa GraphPad Prism versión 9.0. En 
todos los casos los resultados fueron sometidos 
al test estadístico χ2. En las figuras y tablas los 
valores informados son los de p donde p < 0.05 
se consideró significativo.

Aprobación ética 

El estudio se realizó de acuerdo con la Declaración 
de Helsinki y fue aprobado por los Comité de 
Ética Institucionales del Instituto Alexander 
Fleming (Resoluciones 945/2017 y 1230-5/2019) 
y CEMIC (folio 1130, del 22 dic 2017). Todas las 
pacientes firmaron el consentimiento informado 
correspondiente.

Resultados

El estudio prospectivo INMUNOHER consistió 
en una cohorte de 59 pacientes con CM HER2+ 
tratadas en NA con 6 ciclos de QT sumado al 
tratamiento con los AcMs anti HER2, TRZ y PER 
(Figura 1A). 

Las pacientes fueron clasificadas en dos grupos 
de acuerdo a su mejor respuesta clínica: el grupo 
respondedor (R) comprendió 49 pacientes con 
respuesta patológica completa (RPC), mientras 
que el grupo no respondedor (NR) comprendió 
diez pacientes que no alcanzaron respuesta 
patológica completa (noRPC) tras el tratamiento 
neoadyuvante. 

Posteriormente al diagnóstico y previo al 
tratamiento, se tomó una muestra de sangre 
periférica de la cual se purificaron células MN y 
se extrajo ADN para realizar una secuenciación 
y determinar el dimorfismo alélico CD16A 
(FcγRIIIA) 158V/F (Figura 1B). 

Para la determinación del polimorfismo se utilizó 
el método de secuenciación de Sanger. En el caso 

Figura 1. Esquema del tratamiento y toma de muestras realizado en las pacientes (A). Esquema de aislamiento de 
células MN para la determinación del polimorfismo FcγRIIIa (B)
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de que se obtuviera una timidina se forma el 
codón TTT que da como resultado el aminoácido 
F mientras que en los casos en los que se hallara 
una guanina se forma el codón GTT dando como 
resultado una V en la posición 158 (Figura 2). 

De las 59 pacientes evaluadas, 7 (12%) fueron 
homocigotas VV, 45 (76%) fueron heterocigotas FV 
y 7 (12%) homocigotas FF (Figura 3A). El análisis 

de las frecuencias alélicas y genotípicas observadas 
mostró desvío significativo de las proporciones 
esperadas por Hardy-Weinberg (p<0.001).

Evaluación del polimorfismo FcγRIIIa y la respuesta al 
tratamiento

Un total de 49/59 (84%) pacientes alcanzaron RPC 
evaluada en la cirugía al finalizar el tratamiento. 

Figura 2. Ejemplo de los tres tipos de genotipos: Homocigota WT: TTT (F/F); Heterocigota (F/V); Homocigota 
para el polimorfismo GTT (V/V). F =  Fenilalanina; V = Valina

Figura 3. Distribución de las frecuencias alélicas para la población de estudio. WT: TTT (F/F); Heterocigota (F/V); 
Homocigota para el polimorfismo GTT (V/V).  (A). Estudio de las distribuciones alélicas en los distintos grupos 
de respuesta al tratamiento. Respuesta patológica completa (RPC)(B)
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Siete pacientes resultaron homocigotas F/F, seis 
V/V y 36 heterocigotas F/V (Figura 3B). 

De aquellas que no alcanzaron RPC solo una es 
homocigota V/V y el resto heterocigotas (Figura 
3B). Estos resultados no mostraron diferencias 
significativas entre los grupos de respuesta 
(Tabla 2).

Por otra parte, se evaluó si existe un vínculo 
entre el polimorfismo del receptor CD16 y otras 
variables clínicas (Tabla 2). En todos los casos 
analizados el polimorfismo FcƴRIIIa no se asoció 
a ninguna de las variables.

Discusión

En este estudio evaluamos la asociación del 
polimorfismo del receptor CD16 de pacientes con 
CM HER2+ en estadio temprano tratados con 
quimioterapia en combinación con TRZ y PER. 
Las frecuencias alélicas observadas en la población 
estudiada mostraron desviaciones significativas 
de las proporciones esperadas. Por otro lado, 
no se encontraron diferencias entre los grupos 
de respuesta al tratamiento con respecto a los 
polimorfismos evaluados como así tampoco una 
asociación con las variables clínicas estudiadas. 
Este resultado concuerda con los de algunos otros 
grupos21,26; en donde tampoco se logró ver una 
asociación entre los polimorfismos de FcγRIIIa 
y el resultado clínico en pacientes tratadas con 
TRZ. De todos modos, los datos siguen siendo 

controvertidos ya que algunos estudios han podido 
demostrar una relación positiva entre el genotipo 
homocigota FcγRIIIa-158V y la respuesta al 
tratamiento19,27. 

Los receptores Fcγ (FcγR), el grupo más grande 
de FcR, se expresan en las células inmunitarias, 
y se unen a la porción Fc de IgG y comprenden 
varios subtipos. Los FcγR de baja afinidad son 
mediadores importantes de las funciones de 
los anticuerpos in vivo incluida la ADCC, la 
fagocitosis celular dependiente de anticuerpos 
(ADCP) y la inducción de citoquinas y 
quimioquinas. Los FcγR de baja afinidad incluyen 
dos receptores activadores, FcγRIIIa (CD16A) 
y FcγRIIa (CD32A), así como el único receptor 
inhibidor, FcγRIIb (CD32B)28, para los que se 
han identificado numerosos polimorfismos 
y variaciones alélicas20,30. Los polimorfismos 
alélicos de FcγRIIa y FcγRIIIa generan variantes 
que se unen al Fc de la IgG con diferentes 
afinidades que se correlacionan con la potencia 
relativa de ADCC. FcγRIIa 131H (histidina) 
y FcγRIIIa 158V tienen una mayor afinidad 
por el Fc, en comparación con FcγRIIa 131R 
(arginina) y FcγRIIIa 158F, respectivamente31. 
Los monocitos, macrófagos y células dendríticas 
expresan tanto FcγR activadores de baja afinidad 
como el FcγR inhibidor. Otras células sanguíneas 
circulantes generalmente expresan repertorios 
más limitados de FcγRs32,33. Las células NK en 
particular expresan principalmente FcγRIIIa, 
y prácticamente no expresan la contraparte 
inhibitoria. Los neutrófilos expresan altos niveles 
de FcγRIIIb (CD16B), un receptor ligado a 
glicosilfosfatidil-inositol que carece de motivos 
de señalización intracelular y probablemente 
sirve como receptor señuelo34, y también expresan 
FcγRI, FcγRIIa y niveles bajos de FcγRIIIa35. Las 
plaquetas expresan FcγRIIa36 y las células B 
expresan principalmente el receptor inhibidor 
FcγRIIb. Si bien las células T vírgenes no expresan 
FcγR, los subconjuntos de células T CD4+ 
activadas pueden expresar FcγRIIIa, FcγRIIa y 
FcγRIIb37,38 y los subconjuntos de células T CD8+ 
de memoria activadas pueden expresar FcγRIIb39. 
Las células T NK que expresan FcγRIIIa y las 
células Tγδ que expresan FcγRIIa y FcγRIIIa40 
son capaces también de mediar en la ADCC. Estos 
pequeños subconjuntos de células T que expresan 
FcγR podrían influir potencialmente en el vínculo 
entre la inmunidad innata y la adaptativa.

Tabla 2. Distribución de las frecuencias alélicas evaluadas en distintas 
variables clínicas. Respuesta patológica completa (RPC), receptor hor-
monal (RH), ganglio con células tumorales (G)

 F/F F/V V/V p

RPC 7 36 6 0.4145

no RPC 0 9 1 

RH+ 4 26 2 0.3484

RH- 3 19 5 

Ki>20 5 37 3 0.0936

Ki<20 2 6 3 

Estadio I 0 7 0 0.4259

Estadio II 5 26 6 

Estadio III 3 12 1 

G+ 4 30 7 0.1537

G- 3 15 0
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La ADCC es un mecanismo mediado por los 
receptores FcγRIIIa expresados por las células 
inmunitarias41,42 que se unen a las regiones Fc de los 
anticuerpos unidos al tumor para formar sinapsis 
inmunológicas, lo que desencadena la secreción de 
perforinas y granzimas que inducen la muerte de 
las células tumorales. Diversos AcMs terapéuticos, 
dirigidos a CD20, HER2 y al receptor del factor 
de crecimiento epidérmico, tales como rituximab, 
ofatumumab, veltuzumab, ocrelizumab, TRZ y 
cetuximab han demostrado actividad de ADCC 
mediada por células mononucleares de sangre 
periférica humana o células NK in vitro43-45.

Margetuximab es un AcM quimérico que comparte 
la especificidad por HER2 del TRZ, pero con la 
porción Fc diseñada. Las propiedades directas 
(independientes de Fc) de margetuximab 
son similares a las de TRZ. Sin embargo, las 
propiedades dependientes de Fc de margetuximab 
son mayores en comparación con las de TRZ; 
margetuximab se une a FcγRIIIa-158F con mayor 
afinidad que la afinidad con la que TRZ se une a 
FcγRIIIa-158V46-48. 

Por lo mencionado anteriormente, una asociación 
positiva de las variantes genéticas de los FcγR 
con el resultado clínico en pacientes tratados 
con AcMs de tipo IgG1 respaldaría el uso de la 
genotipificación para preseleccionar a los pacientes 
con mayor probabilidad de responder a los distintos 
tratamientos y una mayor ingeniería de anticuerpos 
monoclonales con mayor afinidad por los FcγR. 

En nuestro país existen escasos estudios donde se 
evaluó el polimorfismo de los FcγR. Cuello y col. 
evaluaron la capacidad de unión e inducción de 
ADCC in vitro entre un producto bioterapéutico 
similar (PBS) denominado RTXM83 y rituximab. 
Sus resultados evidenciaron una eficacia equivalente 
entre el PBS y rituximab. Adicionalmente, los 
resultados también confirmaron una inducción 
mayor de la respuesta de ADCC para el genotipo 
V/V frente al F/F39.

Si bien nuestro estudio no logró identificar 
ninguna asociación genética de los distintos alelos 
del FcgRIIIa con la respuesta al tratamiento NA 
de QT en combinación con TRZ, quizás debido 
al bajo número de pacientes que no presentaron 
RPC, estos resultados no excluyen un papel 
para los FcγR. La importancia de estos estudios 
radica en la posible implementación de nuevas 
terapias como margetuximab con mayor afinidad 

por la variante FcγRIIIa-158F. Por lo que la 
genotipificación permitiría seleccionar la terapia 
más conveniente para el paciente teniendo en 
cuenta el polimorfismo para el FcgRIIIa.
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