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Resumen

FACTORES DE PRONOSTICO EN CANCER DE MAMA DESPUES DE
HORMONOTERAPIA NEOADYUVANTE

Introduccion: La hormonoterapia neoadyuvante (HTN) gana cada dia mas aceptacion en el
tratamiento del cancer de mama (CM) con receptores hormonales (RH) positivos. Después de
HTN, el descenso de Ki-67 y PEPI score son los Unicos factores asociados con la
supervivencia. Hay descritas mdltiples vias de desarrollar hormono-resistencia en cancer de
mama. Muchas de ellas, pueden ser estudiadas mediante técnicas de Inmunohistoquimica
(IHQ) o por secuenciacion de genes (SG). PAM50 es un test pronéstico validado en CM sin
tratamiento sistémico previo, pero su valor en el tumor residual tras HTN es desconocido.
Objetivo: Descubrir nuevos biomarcadores en muestras del tumor resecado tras HTN, que
puedan ser Utiles en la decision del tratamiento sistémico adyuvante.

Poblacién y método: Estudio retrospectivo sobre 119 muestras parafinadas de la pieza
quirargica de pacientes postmenopausicas con CM RH positivos en estadios Il a Il y tratadas
con HTN en el ICO-HUB entre 1997-2009. Duracion media de la HTN: 8.5 meses. Edad
mediana: 74 afos (63-88). Todas las pacientes fueron operadas (el 73% con cirugia
conservadora). Tratamiento adyuvante: Hormonoterapia 96%, Radioterapia 76,5%,
Quimioterapia 7%. Seguimiento medio de 112 meses. Observamos 26 casos con recaida
metastasica y 75 muertes (44 sin cancer). La supervivencia mediana desde el momento de la
cirugia fue de 127 meses.

Construimos un Tissue Microarray para efectuar tinciones por IHQ de: Receptores de
Estrogeno (RE), Progesterona (RP), Andrégeno (RA), HER2, Ki-67, p53, BCL-2, CD1, pRB,
pl6, SOX9, VAV3, sinaptofisina, CD 44 y pSé.

Se extrajo ARN de tejido tumoral para andlisis de SG de un panel de 55 genes relacionados
con el cancer de mama, incluidos PAM50 (subtipos, ROR-S y ROR-P), RA y genes
relacionados con inmunidad (CD8A, CD4, PDL1 y PD1).

También estudiamos otros factores: PEPI score, Grado Histolégico (GH), TNM, ypTNM,
invasion linfo-vascular y respuesta clinica.

Efectuamos analisis univariante mediante la prueba de log-rank y se utilizd el modelo de
regresion de riesgos proporcionales de Cox para evaluar la relevancia del prondstico
independiente de cada factor en términos de intervalo libre de recaida a distancia (ILRD).
Resultados: La evaluacién de RE, RP y Ki67 antes y después de la HTN mostr6 una
disminucién estadisticamente significativa de RP y Ki67 después de HTN. El andlisis
univariante mostré peor ILRD estadisticamente significativo en: ypN1-2, estadio Ill, cN1-2; GH
3, p16 (-) en nlcleo, BCL-2 < 50%, p53 mutada, pS6 (-) en célula tumoral y del estroma. El
analisis multivariable de biomarcadores por IHQ mostré que p16 (-), p53 mutada, BCL2<50% y
pS6 (-) en célula tumoral se asociaron de manera independiente con peor ILRD.

Distribucién del subtipo PAM50: Luminal A 54%, Normal-like 24%; HER2 enriquecido 16,5%,
Luminal B 1% y Basal 1%. Distribucién de los grupos ROR-S: bajo 64%, medio 30%, alto 6%.
La puntuacién PEPI fue: <3 en 43%, 3 en 37% y 6 en 20%. Entre las diferentes variables
exploradas por SG, PEPI = 3, ROR-S intermedio y expresion de RA <-2 se asociaron
significativamente con peor ILRD en andlisis univariante. En el andlisis multivariable que
agrupaba tanto a variables de IHC como de SG, p53, pS6, ROR-S y expresion de AR
mantuvieron la significacion estadistica.

Conclusién: p53, pl6, pS6, ROR-S y RA evaluado por SG aportan informacién pronéstica
independiente a PEPI score. Estos factores pueden ayudar en la decision del tratamiento
adyuvante.
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Summary

PROGNOSIS FACTORS IN BREAST CANCER AFTER NEOADJUNT ENDOCRIN
THERAPY

Background: Neoadjuvant endocrine therapy (NET) is gaining more acceptances for the
management of hormonal receptors (HR)-positive breast cancer (BC). Ki-67 decrease and PEPI
score are the only prognostic factors associated with relapse after NET. Multiple pathways of
developing hormone resistance in BC have been described. Some of them can be studied
immunohistochemically (IHC) or by gene sequencing (GS). PAM50 is a validated prognostic
test in newly diagnosed BC; however, its value in residual tumours after NET is currently
unknown.

Aim: To discover new biomarkers in the surgery specimen after NET that could be useful in the
decision-making of systemic adjuvant treatment.

Methods: Retrospective study over 119 tumour samples from postmenopausal patients
diagnosed of HR-positive stage IlI-Ill BC. Patients were treated with NET in ICO-HUB between
1997-2009 for a median duration of 8.5 months. Median age was 74 (63-88). After NET all
patients underwent surgery (73% conservative). Adjuvant treatment: Endocrine therapy 96%,
Radiotherapy 76,5%, Chemotherapy 7%. Median follow-up since surgery was 112 months. We
observed 26 distant relapses and 75 deaths (44 without cancer). Overall survival was 127
months.

We constructed a Tissue microarray for evaluation by IHQ of: Estrogen Receptors (ER),
Progesterone Receptor (PR), Androgen Receptor (AR), HER2, Ki-67, p53, CD1, pRB, pl6,
SOX9, BCL-2, VAV3, synaptophysin, CD 44 and pS6.

RNA was extracted from tumor tissues to perform a GS analysis of a panel of 55 Breast
Cancer-related genes, including PAMS50 (subtypes, ROR-S and ROR-P pre-defined cut-points),
AR and immune genes (CD8A, CD4, PDL1 and PD1)

We also studied: PEPI score, cTNM, ypTNM, histological grade (HG), limpho-vascular invasion
and clinical response to NET.

Univariate and multivariate analysis by log-rank test and Cox proportional hazard regression
model were used to evaluate the independent prognostic relevance of each factor in terms of
distant relapse free interval (DRFI).

Results: Assessment of ER, PR and Ki67 pre and post NET showed a statistically significant
decrease of PR and Ki67 after NET. Univariate analysis for DRFI showed statistically significant
differences in: ypN1-2, stage lll, cN; HG 3, p16 negative in nucleus, BCL-2<50%, mutated p53
and pS6. Multivariate analysis of IHC biomarkers showed that p16 negative, p53 mutated and
BCL2<50%, were factors independently associated with worse DRFI.

PAM50 subtype distribution was: Luminal A 54%, Normal-like 24%; HER2-enriched 16.5%,

Luminal B 1% and Basal 1%. Distribution of ROR-S groups was: Low 64%, medium 30%, high
6%. Distribution of PEPI score was <3 in 43%, 3 in 37% and 6 in 20%. Among the different
variables explored by GS, PEPI score = 3, intermedium ROR-S and AR expression <-2 were
significantly associated with lower DRFI in univariate analyses.

A multivariable analysis of both, IHC and GS variables, showed statistical significance in p53,
pS6, ROR-S and AR expression.

Conclusion: p53, p16, pS6, ROR-S and RA evaluated by SG provide independent prognostic
information to PEPI score. These factors can help in the decision of adjuvant treatment.

14



1. INTRODUCCION

15



16



1.1 DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama consiste en una proliferacion acelerada e incontrolada de
células del epitelio de la glandula mamaria que, en una primera fase, van cubriendo la
luz de los ductos o de los lobulillos terminales y después, van adquiriendo la
capacidad de atravesar la membrana basal, invadir el parénquima circundante y
finalmente, crecer a distancia en otras partes del organismo (1).

El cancer de mama es el cancer mas frecuente de la mujer. En el afio 2015 se
registraron 27.747 nuevos casos de cancer de mama en Espafia, lo que representa el
29% de todos los canceres de la mujer (2). (Figura 1). La Sociedad Espafola de
Oncologia Médica, calcula que durante afio 2019 se diagnosticaran 32536 nuevos

casos de cancer de mama.

27,65% —Q Mama
28,99% -
a ;

,,\:@ Intestino grueso
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ﬁo Pulmén incluido traquea
W y bronquios
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%’ Linfoma no Hodgkin

3,16%

14,92% 3,38%

P Mel li
QO elanoma maligno

3,49% de la piel

589%  sere 2% &) oto

Figura 1: Incidencia del cdncer en mujeres en Esparia en al afio 2015

Supone una incidencia estandarizada de cancer de mama en Espafia de 84 casos
por cada 100.000 mujeres afio. En los ultimos 30 afios, la incidencia del cancer de
mama ha aumentado de forma casi constante un 2-3% anual. Esto es debido, por un
lado, al crecimiento y envejecimiento de la poblacion y por otro a los cambios en los

habitos de vida y en los patrones reproductivos.
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La edad mediana de las mujeres a las que se les diagndstica un cancer de mama
estd entre los 60 y los 65 afios, pero el riesgo de desarrollar un cancer de mama
aumenta de forma correlativa con la edad, de forma que, actualmente mas de una
tercera parte de todos los casos de cancer de mama son diagnosticados en mujeres
mayores de 70 afios y, como consecuencia del aumento en la esperanza de vida de la
poblacién, se espera un aumento del 30% en la incidencia para el afio 2030 (3).

Mientras que en nuestro pais la incidencia ha ido aumentando lentamente
desde finales de los afios 90, la mortalidad presenta un descenso mantenido del 2%
anual (4). Esto en parte es debido al diagnéstico precoz, pero sobre todo es debido a
los avances en los diferentes tratamientos y en su administracién sistematizada.

Segun los datos de EUROCARE-5, la supervivencia relativa del cancer de
mama (SRCM) a los cinco afios es del 89.2% (5). El estadio evolutivo en el que se
diagnostica el cancer influye en la supervivencia, asi la supervivencia a los 10 afios en
el estadio | esta por encima del 98% y en cambio, en los estadios Il la supervivencia
desciende hasta el 24%.

A pesar del alto porcentaje de curaciones, dada su enorme incidencia, el
cancer de mama todavia es la principal causa de muerte por cancer en la mujer
espafola. (figura 2). En el afio 2014 se registraron en Espafia 6213 fallecimientos por

cancer de mama (2).

15,5%
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Figura 2: Mortalidad estimada por tipo de cdncer en mujeres en el afio 2015
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Dado que muchos casos de cancer de mama son curables y la mayoria de los
qgue no lo son, presentan una larga supervivencia, nos encontramos con una enorme
prevalencia, de mas de 1000 casos por cada 100000 mujeres (figura 2). Es por tanto

un problema sanitario de enorme magnitud.

“
[ Total | (%) | ASR_[ Total | (% | ASR | Total | (% [ Prop. |

Labios, cavidad oral 1.219 14 23 351 09 06 3.361 13 166
Nasofaringe 97 01 0,2 50 01 01 229 01 11
Faringe, otras localizaciones 157 0,2 04 93 0,2 0,2 384 0,2 19
Es6fago 334 04 07 271 07 0,5 339 0,1 17
Estomago 2944 34 51 2.054 52 3.1 4.698 18 233
Colorrecto 12979 149 242 5.958 152 85 36.014 141 1784
Higado 1.516 1,7 24 1.487 38 2,0 1.441 0,6 7,1
Vesicula biliar 1.055 1,2 16 691 18 09 993 04 49
Péancreas 3.032 35 50 2717 69 43 1.588 06 79
Laringe 268 03 07 86 02 0,2 954 04 47
Pulmén 4935 57 13 3.688 94 8,0 5.380 21 266
Melanoma 2718 31 7.2 440 11 09 10.584 41 524
Sarcoma de Kaposi 73 0,1 0,2 8 0,0 0,0 203 0.1 10
Mama 25215 29,0 673 6.075 155 19 104.210 408 516,2
Cérvix 251 29 78 848 22 2,1 8867 35 439
Utero 5121 59 1,6 121 31 19 19.272 76 95,5
Ovario 3.236 37 7.7 1.878 438 37 7.925 31 393
Rifnén 2128 24 48 764 19 1,2 6.023 24 298
Vejiga 2.205 25 37 905 23 11 7.401 29 36,7
Sistema nervioso 1.661 1,9 42 1.199 31 26 1.289 0,5 6,4
Tiroides 1.361 1,6 41 186 05 03 5.306 21 26,3
Linfoma de Hodgkin 534 06 22 95 02 0,2 1.525 06 76
Linfoma no Hodgkin 2.751 3,2 59 1.071 2,7 1,7 7.136 28 35,3
Mieloma miiltiple 1.109 13 18 826 21 11 2.599 1,0 129
Leucemia 2162 25 50 1.378 35 23 4.503 18 223
Todos los tumores

(excl, tumores cutdneos 86.984 100,0 198,2 39.183 100,0 67,0 255.195 100,0 1264.2
no melanoma)

GLOBOCAN 2012 (IARC)

ae 1Y

Tabla 1: Incidencia, Mortalidad y Prevalencia por diferentes tumores
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1.2 SUBTIPOS HISTOLOGICOS Y CLASIFICACION MOLECULAR DE
CANCER DE MAMA.

El cancer de mama representa un grupo de tumores heterogéneo que muestran un
comportamiento bioldégico muy diverso y una gran variabilidad clinica. El subtipo
histolégico de carcinoma de mama mas frecuente es el ductal, que se origina en las
células del epitelio de los ductos galactoforos y representa el 75-80% de los casos. El
carcinoma lobulillar representa el 10-15% y se origina de los acinos glandulares.
Ambos pueden dividirse en infiltrantes y no infiltrantes o “in situ”, segun si la
membrana basal esta invadida o indemne, respectivamente. El resto de variedades
histolégicas (apocrino, cribiforme, medular, metaplasico, micropapilar, mucinoso,
neuroendocrino, papilar, tubular, etc.) representan menos del 10% del total de
carcinomas de mama (6). Pero la clasificacion histolégica de los carcinomas de mama
no refleja bien esta heterogeneidad entre tumores, su diferente comportamiento
biolégico, ni permite identificar a las pacientes que presentardn mejor respuesta y
beneficio con las diferentes opciones terapéuticas actuales.

En los Ultimos afios, técnicas que permiten el estudio masivo de genes, han hecho
posible, por un lado, comprender el comportamiento biol6gico del cancer de mama y
por otro lado, individualizar el prondstico y el tratamiento de algunas pacientes. Perou
y sus colaboradores, desarrollaron en los primeros afios de este siglo, una
clasificacion molecular basada en la diferente expresion de distintos genes
relacionados con diferentes vias de sefalizacion y proliferacion, que refleja mejor la
variabilidad biolégica y el pronostico del cancer de mama (7)(8). Esta clasificacion
divide los carcinomas de mama en cinco subtipos a los que denomina: luminal A,
luminal B, HER2-enriquecido, basal y normal (figura 3).

Los carcinomas de mama de tipo luminal, asi denominados por asemejarse
a las células de la luz del conducto galact6foro, son los subtipos con mejor

pronéstico y se caracterizan por expresar el gen del receptor de estrogeno
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(RE), genes asociados, como LIV1 y ciclina D1 (CD1) y queratinas de bajo
peso molecular CK7, CK8 y CK18 (figura 4). Estos tumores, al expresar RE

pueden responder a diferentes manipulaciones hormonales.
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Figura 3: Clasificacion por subtipos intrinsecos. Tomada de Sprlie, et al. Proc Natl Acad Sci U
SA.2003 [8]

El carcinoma de mama HERZ2-enriquecido muestra una expresion
aumentada o amplificacion de genes asociados al factor de crecimiento
epidérmico humano tipo 2 o c-erbB-2 (HER2) y suele asociarse a otros
marcadores de mal prondstico, incluyendo alteraciones de otros genes como

toposiomerasa Il alfa, GATA4, genes de angiogénesis y genes de protealisis.
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Estos tumores suelen responder a la quimioterapia (QT) y al tratamiento con

anticuerpos dirigidos contra el receptor de HER2.

Mioepitelial (Basal)

CKS5, 6, 14, 17
Caderina-P

;Y_/

Marcadores epiteliales
Luminal

CKs8, 18, 19
Caderina-E

Actina
Vimentina
H_J

Marcadores mesenquimaticos

Figura 4: Subtipos moleculares y glindula mamaria. Tomado de Clasificacién
molecular del cdncer de mama. F. Imigo et al. Cuad. Cir. 2011; 25: 67-74

El subtipo basal, asi denominado porgue sus células se asemejan a las que
se encuentran cerca de la membrana basal del conducto galactoforo (Figura 4),
se caracteriza por la sobreexpresiéon de citoqueratinas CK5/6, CK17 y la
expresion de genes relacionados con la proliferacion celular. Estos tumores
suelen presentar mutaciones en el gen onco-supresor p53, sobre-expresan el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y se caracterizan por la
ausencia de expresion de RE y de HER2. A menudo, este subtipo se asocia a
la mutacion BRCAL y, a pesar de su alta sensibilidad a la QT, presenta el
comportamiento mas agresivo.

El carcinoma de mama de tipo normal comparte caracteristicas con el tejido
mamario normal, muestra una fuerte expresion de genes expresados en el
tejido adiposo y baja expresion de genes epiteliales luminales (9).

Aunque, actualmente se considera que el andlisis de los perfiles de
expresion génica constituye la mejor forma de clasificar los carcinomas de

mama, en la mayoria de los hospitales su uso se encuentra limitado por su

22



elevado coste. En la practica habitual, la mayor parte de los diagndsticos de
rutina se realiza mediante tincion de Hematoxilina/Eosina (H&E) y técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ). Diversos estudios sugieren que, con un limitado
namero de marcadores por IHQ, como RE, receptores de progesterona (RP),
HER2 y el factor de proliferacion celular Ki-67 (10)(11)(12)(13), es posible
catalogar la mayor parte de carcinomas de mama en subtipos equivalentes a
aguéllos basados en perfiles de expresion génica. En este caso los
denominamos como subtipos luminal A o B like, basal like o Her2 enriquecido
like. La ventaja del estudio IHQ es que utiliza marcadores que se encuentran
disponibles en la mayoria de los servicios convencionales de Anatomia
Patoldgica y a un precio diez veces inferior al de las plataformas de genes. El
panel de expertos de Sant Gallen adoptd esta clasificacion en 2011, con
modificaciones en 2013, definiendo como luminal A “like” los tumores con RE
positivo, RP = 20%, HER2 negativo y Ki-67 < 20% y como luminal B “like” los
tumores con RE positivo y al menos, una de los siguientes: HER2 positivo, RP
< 20% o Ki-67 = 20%; HER2 no luminales si HER2 positivo junto a RE y RP
ambos negativos o Triple negativo en los casos en que tanto HER2 como RE y
RP son todos negativos. Pero las tasas de discordancia entre subtipos basados
en la IHQ y basados en analisis genéticos alcanza en algunos estudios el 30%

(10-13)
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1.3 CARCINOMA LUMINAL Y HORMONODEPENDENCIA

El luminal es el subtipo més frecuente, representa el 70% y si analizamos
solo a las pacientes mayores de 70 afios, este porcentaje aun es mas alto (14).
Se caracterizan por la expresion de RE y a menudo, son tumores de grado
histologico (GH) bajo o intermedio, expresan citoqueratinas CK8 y CK18 y
presentan mutacion de p53 en < 20% de los casos (7)(8)(9).

Aunque se han considerado varios subtipos, lo mas corriente es la division
en Luminal A y Luminal B. El Luminal A es més frecuente, representa el 35-
40% de todos los canceres de mama. Posee alta expresion de genes
relacionados con los receptores hormonales y con su activacion, como GATA3
y CD1; y baja expresion de genes relacionados con la proliferacion celular. A la
inversa, el Luminal B presenta una expresion moderada de genes relacionados
con los RE y aun menos con los de RP y una alta expresion de genes
asociados con la activacion del ciclo celular. Representa el 25-30% de todos
los carcinomas de mama. Es necesario mencionar el subtipo Luminal
HER2/neu, que se caracteriza, ademas de por presentar sobre-expresion de
HER2, por expresar citoqueratinas CK9 y CK10. De hecho, el 50% de los
tumores con sobre-expresion HER2 son tumores luminales por expresion
génica (15). En general, los tumores RE positivo tienen menor respuesta a la
QT comparado con los tumores RE negativo. Los tumores luminal A tienen
aproximadamente un 6% de respuesta patolégica completa (pCR) a la QT
preoperatoria 0 neoadyuvante, en comparacion con el aproximadamente 45%
de pCR en los subtipos basal y HER2/neu (16)(17)(18)(19)(20)(21).

La proliferacion de las células epiteliales de la glandula mamaria normal

tiene una gran dependencia fisioloégica de los estrogenos. El factor regulador
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mas importante es el estradiol a través de su interaccion con el RE. Las células
del cancer de mama de tipo luminal también estan reguladas por la interaccion
estradiol-RE. El objetivo del tratamiento hormonal, es el de impedir que las
células del carcinoma de mama reciban este estimulo estrogénico. De esta
forma, inhibiendo la via de sefalizacion intracelular generada por la activacion
de los RE del nucleo celular, se bloquea el crecimiento celular. Esto fue
demostrado de forma empirica en 1896, mucho antes de que se conociesen los
RE, cuando Beatson describi6 respuestas objetivas en pacientes
premenopausicas con cancer de mama avanzado cuando eran sometidas a
ooforectomia bilateral (22).

El tratamiento hormonal ha demostrado su utilidad en los tumores que
presentan receptores hormonales positivos, tanto en cancer de mama
avanzado (22)(23)(24)(25)(26), como en cancer de mama precoz (27).

En la clinica, la deprivacién del estimulo estrogénico se puede obtener de
dos formas:

1) Por farmacos que se unen de forma especifica a los RE, bloqueandolos,
como son los moduladores selectivos de los RE (SERM): tamoxifeno (TAM) y
toremifeno (TOR); o destruyéndolo al unirse con él, como fulvestrant (FUL)

2) Por supresion de la sintesis de estrégeno, mediante la administracion de
inhibidores de la aromatasa (IA) en mujeres postmenopausicas 0 por supresion
ovarica (quirargica o con por medio de agonistas de la hormona liberadora de
hormona luteinizante (LHRH) en mujeres premenopausicas.

Los meta-analisis del grupo Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative
Group (EBCTCG) demostraron el beneficio del uso de TAM después de la

cirugia, el denominado tratamiento adyuvante, en aquellas las pacientes con
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cancer de mama que expresan receptores hormonales positivos. Este beneficio
era independiente de la edad, estado menopausico, de la presencia o ausencia
de metéastasis ganglionares, del tamafio del tumor y de recibir o no, tratamiento
con QT. El beneficio observado significé una prolongacion de la supervivencia
global (SG), de la de la supervivencia libre de recaida (SLR) y de la
supervivencia libre de enfermedad (SLE). Este efecto se mantiene por lo
menos hasta los 15 afios de seguimiento. EI TAM redujo un 31% el riesgo de
muerte anual por cancer de mama (27), pero las pacientes sin expresion de
receptores hormonales no obtuvieron ningun beneficio con TAM.
Posteriormente, los IA de tercera generacion, anastrozol (ANA), letrozol
(LET) y exemestano (EXE), han demostrado superioridad sobre TAM tanto en
el cancer de mama metastasico (24)(25)(26) como precoz (28)(29)(30)(31) en
mujeres postmenopausicas
El valor de la QT asociada al tratamiento hormonal adyuvante se evalu6 en
diversos estudios y en los meta-analisis del EBCTCG (27), demostrando
mejoria en la SLR y en la SG. Por ese motivo se ha utilizado la QT ademas del
tratamiento hormonal adyuvante, en mujeres con RE o RP positivos. Por otro
lado, datos procedentes de estos estudios de tratamiento adyuvante con QT,
sugieren que los canceres con RE positivos obtienen un beneficio absoluto
menor que los canceres que no expresan receptores hormonales. Hoy en dia,
con estudios de plataformas génicas para la decision del tratamiento adyuvante
0 neoadyuvante, ha quedado claro que muchas pacientes con tumores de tipo
luminal no obtienen ningun beneficio de la QT y en cambio si presentan una

importante toxicidad (32)(33)(34).
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1.4 FACTORES DE PRONOSTICO Y DE PREDICCION EN C. DE MAMA

Un factor prondstico es cualquier parametro medible que se correlaciona
con la evolucion de la enfermedad (recaida o supervivencia), con
independencia del tratamiento practicado. En contraste, un factor predictivo es
cualquier parametro medible que se asociada con la respuesta a un
tratamiento. Hay factores que pueden ser prondstico y predictivos a la vez.

Para indicar el programa terapéutico mas adecuado a una paciente con
cancer de mama, es imprescindible valorar un conjunto de factores del
pronéstico y de factores de prediccion, con ello se hace una evaluacion
individual de cada paciente, que intenta conocer o pronosticar, qué evolucion
tendria dicha paciente en concreto, sin tratamiento y que evolucién tendra esa
paciente con los diferentes tratamientos que le podamos ofrecer. Por tanto, el
tratamiento del cancer de mama debe individualizarse basandose en multiples
factores del prondstico y de prediccion.

Hay factores del pronéstico que dependen de la paciente, como son la
edad, la comorbilidad, el estado menopausico, la obesidad, los tratamientos
gue previamente haya podido recibir y los factores de tipo psicolégico (tanto el
estrés como la depresion pueden ser factores adversos).

Otros factores del pronéstico dependen del tumor, entre ellos se encuentran
el tamafio tumoral, la presencia de ganglios linfaticos regionales, la presencia
de metastasis a distancia (estos tres factores se agrupan en el sistema de
clasificacion TNM), el tiempo de evolucién, la localizacion del tumor, el GH, el
indice de proliferaciéon celular, la invasion linfo-vascular (ILV), la extension
extracapsular del ganglio y por ultimo expresion de RE, RP y HER2.

Estos factores prondéstico dependientes del tumor, se pueden analizar en el
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momento del diagnostico de la enfermedad, después de un primer tratamiento
quirargico, mediante el TNM patologico (pTNM), o después de un primer
tratamiento sistémico, que denominamos neoadyuvante, y posterior a la
cirugia, es decir, después de dos tratamientos, y que se clasifica como ypTNM.

Cada subtipo molecular de cancer de mama tiene un patron de recaida
diferente a lo largo del tiempo, segun sea la expresion de los receptores
hormonales, HER2 y de la tasa de proliferacion celular medida por Ki-67
(35)(36) (figura 5). Asi los tumores basales y HER-2 enriquecidos suelen recaer
durante los primeros 5 afios de seguimiento, en cambio, los tumores luminales
presentan recaidas mas tardias, incluso pueden recaer después de 10 o0 mas
afios de seguimiento. Por este motivo, en tumores de tipo luminal, se
consideran maduros los resultados de un ensayo clinico en enfermedad

precoz, cuando tiene un seguimiento medio de 10 o mas afios.
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Figura 5: Probabilidad del Riesgo de Recaida por Cdncer de Mama a lo largo del tiempo.
(Tomado de Metze-Filho et al [35])

Diversas plataformas de expresion génica, cuatro de ellas comercializadas
actualmente en Espafa, han demostrado que son capaces de evaluar el riesgo

de recurrencia para pacientes con cancer de mama, son MammaPrint® (33),
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Oncotype DX® (34), Prosigna® (37) y Endopredict® (38). La plataforma
denominada comercialmente Prosigna® contiene el test Prediction Analysis of
Microarray 50 (PAM50). Es un test basado en la expresion de 50 genes,
obtenidos mediante RT-gPCR de tejido parafinado, utilizando la tecnologia
nCounter® de NanoString®. PAM50 ha demostrado tener valor prondstico tras
la cirugia del cancer de mama, estimando el riesgo individual de recurrencia a
distancia a 10 afios, mediante una puntuacion de riesgo de recurrencia (ROR)
en una escala de 0-100, habiéndose propuesto una division en tres categorias:
bajo si < 40, intermedio 40-60 y alto si > 60 (ver figura 6). También ha
demostrado valor de prediccion a la QT y ademas, es capaz de clasificar el
tumor en los distintos subtipos intrinsecos de Perou de una forma fidedigna
(37). A diferencia de Oncotype® y Mammaprint®, el analisis de PAM 50 no se
efectia en un laboratorio centralizado y se puede realizar en laboratorios
locales homologados. Por estos motivos escogimos esta plataforma para el

presente estudio.
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Figura 6: Riesgo de recurrencia a 10 afios tras cirugia en funcion de PAM50 y del estado

ganglionar. Tomada de Parker et al. [37]
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1.5 TRATAMIENTO NEOADYUVANTE

1.5.1 GENERALIDADES DEL TRATAMIENTO NEOADYUVANTE

El tratamiento actual del cancer de mama de tipo luminal en estadios Il y Il
se basa en la combinacion de cirugia, hormonoterapia y, en muchos casos, QT
y radioterapia (RTP). Por tanto el tratamiento Optimo requiere de la
colaboracion de un equipo multidisciplinar, que incluya como minimo a
patologos, radidlogos, cirujanos, oncologos meédicos y oncologos
radioterapicos. Clasicamente, el tratamiento del cancer de mama en estadios
iniciales comenzaba con la cirugia y posteriormente se administraba el
tratamiento sistémico y la RTP. Pero el orden de administracion de estas
modalidades terapéuticas es variable. En la actualidad, a menudo la primera
maniobra terapéutica es un tratamiento sistémico pre-quirdrgico. Es lo que
llamamos tratamiento primario 0 neoadyuvante. La denominacion
neoadyuvante esta consolidada por su amplio uso, pero semanticamente es
poco precisa. Tiene un origen histdrico, porque como a la QT que se utilizd
inicialmente tras la cirugia, se la denominé adyuvante, y el desarrollo de la QT
prequirdargica fue posterior en el tiempo, se la denomindé neoadyuvante para
diferenciarla. Al tratamiento neoadyuvante se le llama también tratamiento
primario o prequirdrgico, denominaciones mMAs precisas, aunque mMenos
usadas. Ademas de la QT neoadyuvante, en la Ultima década también ha
adquirido gran relevancia el uso de hormonoterapia neoadyuvante (HTN)

El tratamiento sistémico neoadyuvante es el estdndar para las pacientes
con tumores localmente avanzados y es una opcién a tener en cuenta en las
pacientes con tumores en estadios técnicamente operables (39).

Los objetivos de los tratamientos quimioterapico neoadyuvantes son:
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En primer lugar, facilitar la cirugia. En tumores que por su tamafio 0 por sus
caracteristicas no son operables de entrada, se utiliza para disminuir el tamafio
del tumor y hacer posible una cirugia completa. En pacientes con tumores
operables, pero que obligan a una mastectomia en el momento del diagndstico,
los tratamientos neoadyuvantes pueden permitir una cirugia conservadora si se
consigue una disminucién del tamafio del tumor. Pero incluso en aquellos
tumores con posibilidad de cirugia conservadora de entrada, reducir el tamafio
del tumor antes de la cirugia puede conseguir un mejor resultado estético.

La segunda ventaja importante de administrar tratamiento sistémico antes
de la cirugia, es que podemos saber si ese tumor ha sido sensible o no, a dicho
tratamiento. Esto permite, por un lado, una valoracion rapida de la utilidad de
nuevos esquema o farmacos, sin tener que esperar durante afios a los datos
de supervivencia. Por otro lado, esta demostrado que el hecho de que un tumor
desaparezca completamente con la QT neoadyuvante, hasta el punto de que,
tras la cirugia, el patdlogo no encuentra carcinoma infiltrante al analizar la pieza
quirargica con el microscopio, es un factor de muy buen prondéstico.

La tercera ventaja es que en el caso de no objetivarse respuesta a un
tratamiento neoadyuvante concreto, se puede ofrecer a la paciente un
tratamiento alternativo adyuvante para intentar evitar o retrasar la recaida (40).

La cuarta, pero no menos importante, ventaja de la administraciéon de
tratamientos neoadyuvantes, es el poder estudiar los mecanismos moleculares
de crecimiento y resistencia tumoral y de esta manera poder identificar nuevos
factores biolégicos predictivos de eficacia. Este es el objeto de la presente
tesis.

Como tedricos inconvenientes del tratamiento sistémico neoadyuvante se
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han argumentado la posibilidad de la progresion durante el tratamiento, el
sobre-tratamiento de algunas pacientes y la ausencia de informacion sobre el
estado ganglionar de la axila.

La progresion durante el tratamiento es poco frecuente, menos del 5%
en todas las series, y tras multiples estudios, ha quedado demostrado que la
SG no empeora por dar la QT antes o después de la cirugia (39)(41).

Respecto al sobre-tratamiento, hay que decir que, actualmente, la toma de
decisiones a la hora de elegir un tratamiento complementario se basa, en la
mayoria de los casos, en las caracteristicas biolégicas y tamafio del tumor
primario, lo que minimiza la importancia actual del estadificaciébn ganglionar.
Ademas las técnicas de imagen, ecografia (42) y resonancia magnética (RMN)
y la del ganglio centinela, permiten una valoracion precisa de la axila, tanto
antes (43), como después del tratamiento neoadyuvante (44).

Con respecto al tipo de tratamiento utilizado en neoadyuvancia, puede
utilizarse cualquier modalidad de tratamiento sistémico (hormonoterapia,
guimioterapia, anticuerpos monoclonales, farmacos contra nuevas dianas o
combinaciones de varios de ellos) dependiendo del subtipo de cancer de mama
y de la expresion o no de receptores accionables. En general, los farmacos
usados para la neoadyuvancia, pueden ser los mismos que se usan para la
adyuvancia.

Con respecto a la evaluacién de la respuesta al tratamiento neoadyuvante,
disponemos de varios métodos: exploracion clinica con calibrador, mamografia,
ecografia, RMN y tomografia por emision de positrones (PET). En la practica, la
respuesta se debe monitorizar mediante clinica y una o mas técnicas de

imagen. En estudios comparativos de mediciones clinicas, mamogréficas y
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ecograficas, las que mejor se correlacionan con la respuesta patolégica son la
RMN para la QT (39) y la ecografia para la HTN (45). La RMN ha demostrado
su utilidad en la valoracion de la respuesta a QT, pero todavia no hay suficiente
experiencia con RMN ni con PET en la valoracion de la respuesta a la HTN

(46).
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Figura 7: Resonancia Magnética basal (arriba) y después de 6 meses de neoadyuvancia

(abajo) de una paciente con carcinoma RE positivo.

Probablemente en la poblacion de pacientes afiosas, la mamografia y sobre
todo, la ecografia, son pruebas facilmente valorables, menos costosas, menos
molestas para la paciente y muchas veces (utiles (figuras 8). Con respecto a
PET, hay trabajos preliminares que mostraron prediccién de la respuesta a la
QT con PET de con fluorodesoxiglucosa (46) y un trabajo sobre 47 pacientes
con PET de fluoroestradiol que dice que es capaz de predecir la respuesta al
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TAM después de solo 7-10 dias de tratamiento del mismo (47).

Figura 8: Mamografia diagndstica Proyeccion Crdneo-Caudal (imagen superior
izquierda) y Medio-Lateral (imagen superior derecha) en una paciente con carcinoma RE
positivo y después de 6 meses de HTN proyeccién Crdneo-Caudal (imagen inferior derecha) y

Medio-Lateral (imagen inferior izquierda)
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1.5.2 QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE EN TUMORES RE POSITIVO
Y HER2 NEGATIVO

La probabilidad de respuesta a la QT neoadyuvante es menor en la
poblacién con tumores RE positivo (16)(17)(18)(19)(20)(21)(48)(49). En esta
poblacién, la QT neoadyuvante produce una tasa de respuesta (TR) clinico-
radiolégica que ronda el 60% (39)(41)(47) (48)(49)(50).

Por otra parte, la QT neoadyuvante ha demostrado que aumenta la tasa de
cirugia conservadora de la mama (CCM), si bien el porcentaje varia mucho
entre los distintos estudios debido a las diferentes caracteristicas de la
poblacién incluida en cada uno. En el estudio de Boughey y col. (48) se
revisaron 694 casos y la tasa de CCM fue significativamente superior en los
casos de tumores triple negativo (46.8%) y tumores HER2 positivo (43.0%) con
respecto a los tumores con RE positivo y HER2-negativo (34,5%; p= 0,019). El
beneficio en CCM aun es menor en el carcinoma lobulillar, en donde la
evaluacion clinico-radioldgica es mas dificultosa y la tasa de reintervenciones y
de mastectomias es mayor (43)(47)(50). Esto queddé de manifiesto en el
estudio de Straver y col. (49), en donde la tasa de CCM aumentd con la QT
neoadyuvante un 37% (73 de 198 casos), pero en las pacientes con histologia
ductal fue del 41% (63 de 152 casos) (IC95% 0,34-0,49) frente a solo el 20%
de la histologia lobulillar (7 de 35 casos) (IC95% 0,10-0,36) (p = 0,02). Los
autores comentan que la mitad de las pacientes con carcinoma lobulillar,
debieron ser sometidas a una segunda cirugia para practicar mastectomia por
afectacion de los margenes tras la tumorectomia inicial.

El indice proliferacion Ki-67 es otro factor relacionado con la pCR. En el

estudio de Alba y col (51), los tumores con Ki-67 igual o inferior a 10 tuvieron la
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misma tasa de respuesta TR clinica con QT que con HTN (QT: 63%, HTN:
58%; p = 0,74), en cambio los tumores con Ki67 > 10% respondieron mejor a la
QT (67% versus 42%; p = 0,075). Un reciente estudio retrospectivo de la
Universidad de Chongging sobre 1010 pacientes tratadas con QT
neoadyuvante, revela que Ki-67 solo esta relacionado con la pCR en los
tumores de tipo luminal y que un punto de corte > 25% marca diferencias
significativas en alcanzar o no la pCR (52).

Recientemente se ha publicado la tasa de pCR de 13939 mujeres tratadas
con QT neoadyuvante en la base de datos de los Estados Unidos, de las
cuales 322 (2%) eran luminal A, 5941 (43%) luminal B, 2274 (16%) HER2 y
5402 (39%)) triple negativo. La pCR de los tumores luminales A fue solo del 0,3
% (53). Dado que el beneficio con QT neoadyuvante en SLR y SG se observa
fundamentalmente cuando se obtiene pCR y dada la toxicidad que produce, es
cuestionable la indicacion de QT neoadyuvante en tumores RE positivo y con
baja tasa de proliferacion.

La histologia de carcinoma lobulillar también es un factor de baja tasa de
pCR (54), de hecho en el estudio de Straver y col (49) la tasa de pCR en
tumores ductales fue del 12% frente al 2% de los lobulillares (p = 0,09).

Pero, a diferencia de los tumores con receptores hormonales negativos, en
los tumores RE positivo y HER2 negativo, la tasa de pCR no es un buen
indicador prondstico de la SG, sobre todo en tumores de tipo luminal A. En este
subtipo la tasa de pCR es muy baja y sin embargo exhiben una larga

supervivencia (55) (56).
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1.5.3 HORMONOTERAPIA NEOADYUVANTE

1.5.3.1 Estudios con SERM

El uso de HTN no esta tan generalizado como el de la QT neoadyuvante
(57), quiza porque no existe ningun estudio de fase Ill que haya comparado
HTN con hormonoterapia adyuvante. Pero, hace muchos afios que el
tratamiento hormonal primario, se demostr6 como una estrategia muy eficaz en
la paciente anciana o con elevada comorbilidad. De hecho, en pacientes
ancianas, es frecuente el diagndstico de tumores voluminosos, no porque el
tumor tenga una biologia mas agresiva, sino porque a menudo, estas pacientes
tardan en consultar al médico y habitualmente son excluidas de los programas
de cribado poblacional (58)(59). El primer estudio fase Il con TAM como agente
anico sobre 68 mujeres mayores de 75 afos fue publicado en 1982 por Preece
y col. (60) Reportaron una TR del 73% y una supervivencia actuarial a los 5
afios del 50%, aunque la supervivencia de las pacientes que obtuvieron
respuesta completa fue del 92% (61). Otras series de pacientes tratadas con
TAM han reportado una TR de entre 33-70% (62)(63).

Los primeros estudios aleatorizados compararon la cirugia frente a TAM en
monoterapia en pacientes ancianas con tumores operables. Confirmaron una
TR clinico-radiolégicas de entre 33 y 70% (64)(65)(66). El tiempo necesario
para alcanzar la respuesta segun criterios de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) oscil6 entre los 3 y 9 meses, y la duracion media de la respuesta
era de aproximadamente 25 meses. Tras un seguimiento prolongado se
constatd, en todos los trabajos, que no existian diferencias en SG entre los
brazos de cirugia y TAM, aunque si hubo un peor control local del cancer en

aguellas pacientes a las que no se les practicé cirugia de inicio (Tabla 2).
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Autor afio Tratamiento N % R. SG DMR Segui.

Local meses Med.(afios)
Gazet 1994 TAM vs 60 38 No dif 25 3
[64] Cirugia min. 56 25
Robertson 1992 TAM vs 66 81 No dif 12
[65] Mastectomia 55 38 p<0,0001
Fentiman 2003 TAM vs 89 57 No dif 11,7
[66] Mastectomia 88 9

Tabla 2: Estudios aleatorizados entre cirugia y tamoxifeno como tratamiento tinico.

Posteriormente, otros dos ensayos aleatorizados que incluyeron a 474
pacientes, compararon TAM monoterapia frente a cirugia seguida de TAM
adyuvante en pacientes > 70 afios. Tras un seguimiento medio de 5 afios, no
se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas ni en SG ni en tasa
de metéstasis a distancia (Tabla 3), pero el grupo de pacientes tratado con
cirugia presentd menor tasa de recaidas/progresiones locales (66)(67). La
CCM obtuvo los mismos resultados en cuanto a control local que la
mastectomia. Tras un seguimiento medio de 12,7 afios, se evidencié una
mejor supervivencia especifica por cancer de mama (SECM) en la rama de
pacientes con cirugia de inicio (69). El tema quedo zanjado cuando un meta-
andlisis de 7 ensayos, fue incapaz de encontrar diferencias en SG, pero
confirm6 que las pacientes con cirugia inicial presentaron mejor SLR con un
hazard ratio (HR) de 0,55 y p = 0,0006 (70). Por los resultados de estos
estudios, se puede concluir que, la cirugia tiene un bajo impacto en la SG de
las pacientes ancianas con cancer de mama RE positivos y con esperanza de
vida corta, pero, si la expectativa de vida es larga, es imprescindible practicar

una cirugia para obtener un buen control local de la enfermedad.

Autor afio Tratamiento N % R. Local SG Segui.
Med.(afos)
Bates 1998 [67] TAM 40 mg 183 30 82,5 3
Cir+ TAM 171 20,5 85
Mustacchi 2003 [68] TAM 20 mg 236 25,5 82,5 3
Cir+ TAM 237 6,5 80

Tabla 3: Estudios aleatorizados entre cirugia sequida de tamoxifeno frente a tamoxifeno
como tratamiento unico.
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El Toremifeno (TOR) es otro SERM que ha demostrado ser clinicamente
tan eficaz como TAM en enfermedad metastasica y en adyuvancia (71)(72). En
1997 en el Institut Catala d"Oncologia (ICO) — Hospital de Bellvitge disefiamos
un estudio fase Il con la intencion de determinar la actividad clinica de TOR
como HTN del cancer de mama en tumores de mas de 3 cm con RE y/o RP
positivos en pacientes mayores de 65 afios (73). Se incluyeron 58 pacientes
con una mediana de edad de 75 afios (rango 65-88). Todas las pacientes
recibieron 60 mg/dia de TOR. La cirugia se practicé entre 6 y 24 meses
después de iniciar TOR, en un intento de alcanzar la maxima respuesta. Se
efectuaba una evaluacion de la respuesta cada 3 meses. En caso de
observarse respuesta a la HTN, el tratamiento con TOR se mantenia en
adyuvancia hasta un maximo de 5 afos. El objetivo principal era la TR segun
criterios de la OMS, objetivandose un 63% (IC95%: 52,6-77,9%). Inicialmente,
todas las pacientes habian sido consideradas como no tributarias de CCM;
después de la HTN, 43 pacientes fueron operadas (73%), 26 con CCM y 17
con mastectomia. Por tanto, se pudieron beneficiar de CCM un 55% de las

pacientes en las que inicialmente estaba contraindicada esta cirugia.

" = SR

—_—— =t ICI-95%

e |C5-95%
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Figura 9: Supervivencia relativa y supervivencia global del estudio fase Il con toremifeno.
Tomado de Gil et al.(29). SR: supervivencia relativa; ICI: intervalo de confianza inferior; ICS:
Intervalo de confianza superior; SG: supervivencia global.

39



Tras una mediana de seguimiento de 56 meses, la SG a los 5 afos fue
del 60% (IC95%: 48,4-75,5%) y la SRCM fue del 86% (figura 9). La tasa de
supervivencia relativa es la forma de demostrar si el diagnéstico de cancer

acorta la esperanza de vida.

1.5.3.2 Estudios con IA

En pacientes postmenopdausicas, los IA han demostrado en estudios
aleatorizados que son superiores a los SERM, tanto en enfermedad
metastasica (24)(25)(26) como en adyuvancia (28)(29)(30)(31). Usados como
HTN en pacientes postmenopausicas con RE positivos, también demostraron
una alta TR en ensayos de fase Il sobre series cortas de pacientes (tabla 4):
ANA 70% (74), LET 59-65% (75)(76) y EXE 41-66% (77)(78)(79). Estos
resultados motivaron el llevar a cabo estudios comparativos entre diferentes IA
y TAM en pacientes postmenopausicas. El primero de estos estudios fue el
estudio P024 que aleatoriz6 a 324 pacientes con cancer de mama > 3 cm y
receptores hormonales positivos, a recibir durante 4 meses en forma doble
ciego LET 2,5 mg/dia o TAM 20 mg/dia (80). Los datos del estudio
demostraron que LET como tratamiento neoadyuvante era mas eficaz que TAM
en TR tanto por evaluacion clinica (55% vs 36% p<0,001), como mamografica
(34% vs 25% p<0,042), como ecografica (34% vs 17% p<0,0001) asi como en
la tasa de pacientes con CCM (45% vs 35% p=0,022). El estudio confirmo la
escasa frecuencia de pCR en ambas ramas (2 casos con LET y 3 con TAM).
Estos resultados condujeron a la progresiva sustitucion de los SERM por IA en

esta indicacion.
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El estudio fase |Ill, doble ciego IMPACT aleatoriz6 330 mujeres
postmenopausicas con tumores operables > 2 cm y RE positivos a recibir ANA,
TAM, o a la combinacién de ambos durante 12 semanas antes de la cirugia
(81). No hubo diferencias ni en TR clinica, que fueron de 37%, 36% y 39%
respectivamente (p=0,29), ni en la TR valorada por ecografia (24%, 20% y
28%). Si hubo una tendencia a favor de ANA en la tasa de CCM (44% vs. 31%)

pero sin llegar alcanzar la significacion estadistica (p= 0,23).

El estudio PROACT también compar6 ANA frente a TAM en 451
pacientes, aunque un 29% de las pacientes tratadas con ANA y un 32% de las
tratadas con TAM también recibieron QT de forma opcional y concomitante con
la HTN (82). Los resultados iniciales, no mostraron diferencias significativas en
la TR entre los dos grupos, pero si excluimos las pacientes que recibieron QT
concomitante, la TR fue mas alta con ANA gue con TAM, tanto por valoracion
clinica (49 vs. 36%, p = 0,04) como por ecografia (37 vs. 24%, p = 0,03).
Ademas, también hubo diferencias significativas en la tasa CCM a favor de las
pacientes tratadas con ANA en lugar de TAM (43 vs. 31%, p = 0,04).

El estudio fase Il aleatorizado ACOSOG Z1031, ha comparado la
eficacia de los diferentes IA comercializados, sobre 377 pacientes
postmenopausicas con cancer de mama RE positivo (Allred score 6-8) estadios
Il o lll, aleatorizadas a recibir EXE 25 mg/dia, ANA 1 mg/dia o LET 2,5 mg/dia
como HTP durante 16-18 semanas (83). La TR fue del 62.9 para EXE, 74.8
para LET y 69.1 para ANA. El estudio concluyé que los tres agentes son
equivalentes en cuanto a actividad clinica, tanto por TR como por tasa de
CCM. La tasa global de CCM para las pacientes con indicacion inicial de

mastectomia fue del 51%.
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Autor y afio | n | Edad | Tratamiento %TR [CCM |PRO [pCR [SLE3 [ Qps,
Estudios Fase Il
Baselga J7° 138 | 67 LET-PIx4 m 59 - 45% | 14% | - Fase Il
2009 132 | 68 LET-Ev x4 m 68 22% | 0,8% R
p= 10,062
2D(iJX101n MJ11s 60 76,2 Let 3-10 m 65 81% 5% 0% 90% Lobelar
Mlineritsch B77 80 71 EXE x 4m 41 76% 3% 3% - Fase Il
2007
Barnadas’® 55 76 EXE x 6m 61 58% 3,7% 2,3% - Fase Il
2009
Takei’® 44 60 EXE x 4m 66 90% 7,5% 0% - Fase Il
2008
Estudios aleatorizado entre diferentes tratamientos hormonales
Eiermann W& 154 67,5 LET x4 m 55 45% 12% 1% - Fase Il
2001 170 TAM x 4 m 36 35% | 17% 2% bC
p<0,001 p=0,02
Smith I1E81 113 73 ANA x 3 m 37 46% 9% = = Fase IlI
e 108 TAM x 3m 36 22% | 5% DC
109 ANA+TAM 39 26% 5%
p=0,03
Cataliotti L82 228 | 67,3 | ANA QT 37 43% - - - Fase Il R
2006 223 66,7 TAM = QT 24 31%
p=0,03
Ellis J83 125 Post | ANAx4 m 69,1 76% 7,3% - - Fase Ill
2011 128 LETx4 m 74,8 60% | 4,7%
124 EXE x 4m 62,9 67% 6,5%
Masuda N84 97 Prem | Gos+ANA 6m | 64,3 72% 1% 1% - Fase Il
2012 97 Gos+TAM6m | 37,4 68% | 8% 0% bC
p=0,032
Lerebours F& 59 71,6 ANA x 4-6m 54,4 57% 1.7% - 94,9% | Fase ll
2016 57 FUL x 4-6 m 54,1 50% 0% 912% | R
Estudios que comparan la duracién de la HTN
Dixon MJ87 182 76,5 LET 3m 69,8 60% 2,2% 70% Serie
e 63 LET 3-24m 83,5 72%
Llombart A88 56 79 LET 4-12 m 76,8 43% 0% - Fase Il
2012 TMR:4m
Carpenter R%’ 139 73,5 Let x4-12 m 753 69% 6% - - Fase Il
2014 TMR:7m
Allevi G2 120 79,4 LETx4 m 49,6 80% 5% 2,5% - Fase Il
2013 75 LETx8 m 85,3 85% | 1% 5% no R
78.5 LETx 12 m 95,0 87,5% | 0% 17,5%
KrainickStrobel93 14 67 LET x 4 55 71% 0% = = Fase Il R
detle 15 LET8 m 72 80% | 3,5%
Fontein DB%* 102 72 Exe x 3-6 m 58,7 61,8% | 4% 1,8% - Fase Il
2012 68,3 70,6% R
Estudios que comparan Quimioterapia con HTN
Semiglazov V% 121 68 Ana/Exe x3m 64 33% 9% 3% 96% Fase Il
2007 118 | 67 DOXO-Pac 64 24% | 9% 6% %% |R
Alba E°' 47 51 EXEtLhRh 6 m | 48 56% 8% 0% - Fasell R
2012 48 ECx4 > Dx4 | 66 47% | 2% 2% QT> tox
p=0,075
Palmieri C% 22 59.8 Let x 4-5.5m 59,1 - - 0% 98% Fase Il
2014 22 FEC x 6 54,5 0% R
Bear HD 7 12 65 RS < 11- HT 83,3 75% 0% Asigna
2017 19 64 RS 11-25-HT 50 72% 0% Tto por
14 | 565 |RS11-25QT | 72,7 64% 0% i
14 60 RS > 25 QT 92,9 57% 14%
p=0,049

Tabla 4: Estudios con IA neoadyuvante en cdncer de mama Receptor Hormonal Positivo
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El ensayo fase Ill doble ciego STAGE, aleatorizO0 a 197 mujeres
premenopausicas con tumor RE positivo y HER2 negativo, a recibir ANA 1
mg/dia o TAM 20 mg/dia junto a goserelina durante 6 meses (84). ANA fue
superior a TAM en TR clinica (70,4% vs. 50,5%, p = 0,004), TR por ecografia
(58,2% vs. 42,4%, p=0,027) y TR por RMN o TAC (64,3% vs. 37,4%, p= 0,032).
La tasa de CCM también fue mayor con ANA + Goserelina (72% vs 68%.

Otro reciente estudio comparativo entre IA y un farmaco anti-RE, es el
estudio Fase Il CARMINA, que incluyé 116 mujeres con carcinoma de mama
T2-T4, NO-N3, MO con una edad media de 71,6 afios. Fueron aleatorizadas
para recibir ANA 1mg/dia o FUL 500mg / 4 sem (85). La TR clinicas a los 6
meses fue del 52,6% (IC95%: 41%-64%) con ANA 'y 36,8% (1C95%: 25%-49%)
con FUL. Se practic6 CCM en el 57,6% y 50% respectivamente. La SLR a los 3
afos fue del 94,9% con ANA y 91,2% con FUL.

El meta-analisis de Spring y col. publicado en 2016 sobre 20 estudios
con 3490 pacientes, concluy6 que las pacientes que recibieron un IA en HTN,
tuvieron de forma significativa mayor TR clinica (HR 1,69; 1C95%:1,36-2,10; p <
0,001), TR radiologica (HR 1,49; 1C95%:1,18-1,89; p < 0,001) y tasa de CCM
(HR 1,62; 1C95%: 1,24-2,12; p < 0,001) en comparacién con TAM y que la

incidencia de pCR era <10% en todos los estudios (86).

1.5.3.3 Duracion de laHTN

Una cuestion critica y todavia no claramente resuelta por estudios
prospectivos, es cual ha de ser la duracion optima de la HTN. Los grandes
estudios aleatorizados escogieron de forma empirica, periodos diversos entre
los 3 y los 6 meses (80) (81) (82) (83) (84) (85). La respuesta clinico-

radiolégica a la hormonoterapia suele ser lenta, puede observarse a partir de
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los 2-3 meses, pero el maximo efecto suele verse pasado los seis meses. Un
estudio de Dixon y cols. analizé una serie de 182 pacientes tratadas de forma
consecutiva en Edimburgo con LET durante 3 meses o mas; 63 de estas
pacientes continuaron con LET neoadyuvante durante mas tiempo hasta un
maximo de 2 afos (87). A los 3 meses el 69,8% habia presentado respuesta
radioldgica. La TR alcanzé el 83,5% prolongando el tratamiento. La tasa de
CCM también paso del 60% a los 3 meses, al 72% con la prolongacion. En el
estudio de Llombart-Cussac y cols. el tiempo medio para alcanzar la respuesta
fue de 4,2 meses, pero el 37,1% de las pacientes alcanzaron la maxima
respuesta entre los 6 y los 12 meses (88). En el ensayo de Gil y col; el tiempo
medio necesario para obtener la respuesta radioldgica fue de 6 meses con
unos extremos de entre 3 y 18 meses por lo que, aunque no se sabe con
certeza cual es el mejor momento para practicar el tratamiento quirdrgico
después de HTN, nuestra recomendacion es practicar cirugia a partir de los 6
meses de iniciado el tratamiento hormonal y no mas all4d de los 12 meses,
porque a partir de ese momento existe riesgo de que se desencadene
resistencia y pueda aparecer progresion tumoral después de una respuesta

inicial al tratamiento (73).
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Figura 10: A) Curva del tiempo hasta alcanzar la mdxima respuesta del estudio de
Llombart-Cussac [88]. B) Curva hasta alcanzar la mdxima respuesta del estudio con TOR de
Giletal [71]
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Todos los estudios han confirmado que la HTN permite aumentar la tasa
de CCM (57), aunque el porcentaje de cirugias conservadoras varia en los
estudios dependiendo del tanto por ciento de pacientes candidatas a cirugia
conservadora en el momento del inicio de la HTN y de la duracién de la HTN.
Hay que resaltar aqui que, para todas las pacientes, con independencia de si
son o0 no de edad avanzada, la mastectomia supone una mutilacién y tiene un
impacto emocional tan importante como en la mujer joven. Si las dejamos
elegir, las pacientes mayores de 70 afios eligen una cirugia conservadora
antes que la mastectomia (89). Por otra parte, algunos investigadores han
comparado la tasa de recaida local tras tratamiento conservador entre
pacientes mayores o menores de 65 afos, reportando a los 10 afios 4% de
recaidas en las > 65 afios frente al 13% de las menores (90). Ademas, las
pacientes ancianas no toleran peor el tratamiento radioterapico, por lo que la
edad no debe ser motivo de exclusion para la CCM. Pero los datos mas
robustos provienen de un estudio prospectivo, multicéntrico, de Fase IV, que
incluyo a 146 pacientes a las que administrd LET hasta que se alcanzase la
indicacion de CCM o hasta un maximo de 12 meses (91). El tiempo mediano
para alcanzar una respuesta suficiente para poder practicar una CCM fue de
7,5 meses (IC95% 6,3-8,5 meses), solo 9 pacientes del estudio (6,5%)
presentaron progresion durante la HTN. Un solo estudio ha encontrado relacion
entre la pCR y la duracion de la HTN (92).

Se han publicado dos estudios aleatorizados sobre la duracion de la
HTN: Un pequefio fase IlI, que compard LET por 4 meses frente a 8 meses
observando mayor TR con el tratamiento mas prolongado (93) y el estudio

TEAM, que es otro fase Il multicéntrico holandés, que aleatorizé a 102
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pacientes postmenopausicas a recibir HTN con EXE durante 3 o 6 meses y
observaron una TR de 58,7% a los 3 meses frente al 68,3% a los 6 meses y un
aumento en la tasa de CCM del 61,8% al 70,6 % (p = 0,012) (94).

La tasa de progresiones en todos los ensayos con HTN de duracion
entre 6 y 12 meses, oscila entre el 4-8% (73)(78)(83)(84)(85)(91)(92). A los 5
afios de seguimiento, la tasa de recaidas loco-regionales en los estudios de
HTN es < 2% (73)(74)(75)(76)(77)(78)(79).

En conclusiéon, todos los estudios evidencian que prolongar el
tratamiento mas de 4 meses aumenta la TR clinico-radiolégicas y la tasa de
CCM vy sugieren gue, la duracion de la HTN fuera de ensayo clinico, deberia
individualizarse, intentando buscar la disminucion de volumen del tumor
deseada para poder realizar la cirugia conservadora, aunque manteniéndola un
minimo de 6 meses si queremos objetivar respuesta y no prolongandola méas

alla de un afio para minimizar el riesgo de progresion tras una respuesta inicial.

1.5.3.4 Estudios con HTN frente a QT

El primero estudio que compar6 HTN con IA de tercera generacion
frente a QT fue el estudio fase Il de Semiglazov y col. Que incluyé 151
pacientes posmenopausicas RE y/o RP positivo (95). Las pacientes fueron
aleatorizadas para recibir 4 ciclos de QT con doxorrubicina 60 mg/m? vy
paclitaxel 200 mg/m? concomitantes, cada 3 semanas o un |A durante 3 meses,
que en la mitad de los casos fue ANA 1mg/d y en la otra mitad EXE 25mg/d.
Las TR objetivas y de SLR a los 3 meses fueron similares (62% vs 72% vs 70%
respectivamente p=0,096). Tampoco hubo diferencias en el tiempo a la
respuesta (57 frente a 51 dias) pero si hubo una tendencia a mayor tasa de

CCM con la HTP (20% vs 38% vs 33%) p=0,058.
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Posteriormente el estudio fase Il GEICAM 2006-2003, aleatorizd 96
pacientes con tumores RE positivo y HER2 negativo, a recibir una HTN con
EXE 25 mg/dia mas analogos de la LH-RH si eran pacientes premenopausicas,
o bien un esquema de QT neoadyuvante con epirrubicina y ciclofosfamida por
4 ciclos seguido de docetaxel por 4 ciclos (duracion total de 6 meses en ambas
ramas). La TR clinica fue de 66% para QT frente a 48% de HTN (p = 0,07). La
pPCR fue del 3% para la QT y no hubo ninguna pCR para la HTN. La tasa de
mastectomias fue similar (49% para la QT y 35% para HTN; p=0,18). Se
incluyeron en el estudio 27 pacientes premenopausicas, sobre las que la TR
clinico-radioldgicas fue solo del 24%, mucho menor que el 75% obtenido con la
rama de QT (51). En este estudio la toxicidad fue significativamente mayor en
la rama de pacientes tratadas con QT.

El estudio de Palmieri y col (96) sobre 44 pacientes postmenopausicas
con RE positivos que fueron aleatorizadas para recibir 6 ciclos de QT tipo
FE100C cada 3 semanas o HTN con LET 2.5 mg/dia durante 18-23 semanas.
La TR radioldgica fue del 54,5% (IC 95% 32,2—75,6) para la QT y del 59,1% (IC
95 % 36,4—79,3) para LET.

El meta-analisis de Spring sobre las 378 pacientes incluidas en estos
estudios, concluyé que la QT neoadyuvante comparada con HTN, no ha
demostrado diferencias significativas ni en TR clinica (HR 1.08; IC 95% 0,50-
2,35; p = 0,85), TR radiolégica (HR 1,38; IC 95%, 0,92-2,07; p = 0,12;), ni en
tasa de CCM (HR 0,65; 1C95% 0,41-1,03; p= 0,07) pero si mayor toxicidad (86).

El méas reciente, es el pequefio estudio de Bear et al, disefiado para
asignar HTN en los tumores con Oncotype RS <11, QT neoadyuvante en los

tumores con RS > 25 y aleatorizar los casos con RS entre 11 y 25. Reclutaron
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55 pacientes, siendo aleatorizadas por tener un RS intermedio 29 casos. El
estudio confirmd alta TR con QT en el grupo con RS > 25 (93%), alta TR con
HTN en el grupo con RS < 11 (83%) y mayor TR con QT que con HTN en el
grupo con RS intermedio (72,7 vs 50%) (97).

Los datos sobre la tasa de progresion con QT en tumores RE positivo y
Her2 negativo son de 1-5% (16)(17)(18)(19)(20)(21)(39)(49)(54), cifras
similares a las reportadas con HTN, por tanto no hay ninguna evidencia de que
la HTN tenga mayor riesgo de progresion durante el tratamiento que la QT.

Por dltimo, hemos de comentar que en el estudio ACOSOG-Z1031, se
realiz6 una enmienda para incluir una determinacién del Ki-67 después de 2-4
semanas de tratamiento con IA. Si el Ki67 era > a 10%, las pacientes
cambiaban el tratamiento neoadyuvante a QT. Solo 2 de las 35 pacientes que
cambiaron a QT neoadyuvante dentro en este sub-estudio denominado

ACOSOG Z1031B alcanzaron la pCR (5,7%) (98).

1.5.3.5 Factores predictivos de la HTN

En todos los estudios la presencia de REa es el mejor y mas poderoso
factor predictivo de respuesta a la HTN (73)(78)(79) y en algunos estudios
existe una correlacion directa entre el porcentaje de expresion de RE y la TR
del tumor (73)(99). En este sentido, con el sistema de puntuacion de Allred, un
valor aproximado a 6 o superior, hace mas probable la respuesta (100).

No hay tanta unanimidad con respecto a la expresion de RP como factor de
prediccibn a la respuesta en HTN. El RP es un factor predictivo
estadisticamente significativo en algunas series (100) pero, en cambio, no lo es
en otras (73). Muchos autores creen que el RP sélo desempefia un papel en

caso de que exista presencia simultanea de RE, por eso los raros casos de
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tumores RE negativo y RP positivos (representan < 1%) hay que considerarlos
como poco o0 nada hormonosensibles (101). En un pequefio estudio Fase Il
francés con exemestano neoadyuvante durante 16 semanas, el porcentaje de
RP en la biopsia diagnostica (p=0,017) y la disminucion de este en la pieza
tumoral se asociaron de forma significativa a la TR (p=0,028) (102). En lo que
todos los estudios estan de acuerdo es en que el porcentaje de expresion de
RP disminuye significativamente cuando analizamos los RP en la pieza
quirtrgica de una paciente tratada con HTN con respecto al de la biopsia
(p<0,001) (73)(75)(76)(103).

Sin embargo, a pesar de seleccionar a las pacientes por la expresion de
receptores hormonales, la TR raramente alcanza el 70% de los casos. Por
tanto, es necesario seguir buscando factores predictivos de la respuesta para
seleccionar mejor las pacientes que se benefician de la HTN y para ofrecer
mejores alternativas a las pacientes que tiene poca posibilidad de respuesta.

La amplificacion del gen ESR1 se ha manifestado como un factor de
resistencia hormonal en estudios de cancer de mama avanzado, pero ha sido
poco estudiado en HTN. Algun trabajo dice que esta amplificacién puede ser
detectada hasta en el 20% de todos los carcinomas de mama y que la
presencia de esta amplificacién correlaciona con sobreexpresion de RE (104),
pero otros muchos trabajos, sostienen que en el momento del diagndstico, solo
el 3% de los cancer de mama presentan esta amplificacion y por tanto su valor
como factor de prediccion seria escaso (105)(106).

BCL-2 también ha sido estudiado como factor predictivo de la respuesta a la
HTN, pero sin haber demostrado resultados significativos (107).

El GH o nuclear es un factor estadisticamente significativo en muchos
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estudios (73) pero no siempre es un factor independiente del nivel de RE.

La sobreexpresion de HER2 es un factor de resistencia a TAM, y asi ha
guedado demostrado en estudios de hormonoterapia en adyuvancia (30). En el
estudio de HTN P024 que comparo LET frente a TAM. Los tumores con sobre-
expresion HER2 o de EGFR por IHQ presentaron una TR significativamente
menor con TAM (21% vs 48%) pero no con LET (88% vs 60%) p=0,0004.
También en el estudio IMPACT, ANA demostr6 mayor TR que TAM en
presencia de sobreexpresion de HER2 (55% vs 22%); pero hay que aclarar que
solo un 9% de los tumores del estudio P024 presentaban amplificaciéon de
HER2 y en IMPACT solo un 14% de tumores mostraban sobreexpresion (108).

Por este motivo, su valor como factor predictivo, aunque importante es limitado.

El marcador de proliferacion Ki67 es una proteina nuclear no histona, que
estd universalmente expresada en las células en proliferacion y esta ausente
en las células quiescentes. Se expresa en la fase G1, S y G2 del ciclo celular,
con un pico en la mitosis y esta ausente en la fase GO del ciclo celular (109).
Se puede determinar sobre tejido fresco o parafinado, a través de diversos
anticuerpos, aunque el mas usado es MIB-1. El resultado se da en un
porcentaje, contando la cantidad de células con nucleo tefiido. Ki-67
correlaciona con GH y de hecho la clasificacion de Nottingham lo incluye como
uno de sus criterios de puntuacion (110). Habitualmente tiene una correlacion
inversa con el porcentaje de expresion de los RE (99). Hace afios que Ki-67
demostré su valor pronéstico en cancer de mama en algunos ensayos, pero
debido a que no se ha consensuado una metodologia uniforme de la
valoracion, ni a que no se ha podido consensuar un punto de corte concreto a

la hora de definir el riesgo, los resultados de los estudios publicados han sido
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contradictorios. Una revision de 40 estudios con mas de 11.000 pacientes
publicada por Urruticoechea y col. describe que Ki-67 es una variable

independiente del prondstico en pacientes con ganglios negativos (111) .

Por otro parte, un Ki-67 elevado correlaciona con mayor probabilidad de
respuesta a la QT y es por tanto, un factor predictor de la respuesta a la QT
neoadyuvante (18)(19)(20) (52). En el estudio GEICAM 2006-2003, en los
tumores con Ki-67 < 10% la TR radiolégica medida por RMN fue similar entre la
QT y la HTN (63% y 58% respectivamente; p=0,74) mientras que en los
tumores con Ki-67 > 10% la TR fue significativamente mayor con QT que con

HTN ( 67% vs 42%; P = 0,075) (51).

Dado que la accién de la de la terapia endocrina se debe principalmente a
la detencion del ciclo celular, un Ki-67 bajo durante o tras el tratamiento, podria
ser un potencial marcador sustitutivo de la respuesta a la HTN. Sin embargo,
es importante destacar que el mejor momento para evaluar la respuesta con Ki-
67 no esta bien definido. Varios estudios con HTN han evaluado la
determinacién seriada de Ki-67 como factor de prediccion de la respuesta y del
beneficio de la HTN a largo plazo. Dowset y col. evaluaron la disminucion de
Ki-67 14 dias después del inicio de la HTN y demostraron que en los casos con
respuesta clinica existia una disminucion significativamente mayor del
porcentaje de Ki-67 (p=0,005) con respecto a los casos que no respondieron
(112). En este contexto, los resultados del estudio IMPACT demostraron que el
descenso de Ki-67 era mas acusado con ANA que con TAM, tanto a las 2
semanas como a las 12 semanas de iniciar la HTN (p=0,013 y p=0,0006
respectivamente) y aunque esto no se correlacion6 con diferencias

significativas en la TR, el descenso de Ki-67 si se correlaciond
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significativamente con SLE (HR 1,95; p= 0,004) (103). En el estudio P024 las
pacientes tratadas con LET también presentaron descenso del Ki67 en la

cirugia significativamente mayor, que las pacientes tratadas con TAM (108).

En una serie de 51 pacientes de Cameron y cols. (113), la disminucién de
Ki-67 a los 14 dias del inicio de la HTN, se correlacion6 con mejor TR (83% vs

41%), con mejor SLE a los 8 afios (59% vs 17%) y con mejor SG (p < 0,05).

En el estudio ACOSOG-Z1031, no hubo diferencia en la disminuciéon de Ki-
67 entre LET, ANA y EXE. El analisis de Ki-67 durante el tratamiento, fue
capaz de predecir la respuesta con los tres 1A (83). Pero en este estudio se
vieron aumentos paradojicos en Ki-67 en la muestra quirargica en comparacion
con la biopsia basal (> 5%). Estas elevaciones del Ki-67 se dieron en el 12.3%
y 5.8%, de los pacientes luminales A y luminales B respectivamente. También
en el ensayo IMPACT, el 15% de los pacientes que tenian disminuciones en la
segunda semana de HTN, presentaron aumentos de Ki-67 en la pieza
quirargica. Esto podria justificarse por el desarrollo de resistencia a la
hormonoterapia o simplemente por la heterogeneidad tumoral y el muestreo
que significa una puncion biopsia en un tumor voluminoso. Todo ello genera
dudas sobre los puntos de tiempo 6ptimos para la evaluacion de este y otros

potenciales biomarcadores.

El estudio fase Ill POETIC fue disefiado para confirmar el valor de una
terapia hormonal preoperatoria de solo 2 semanas en el control de la
enfermedad, pero otro de sus objetivos era el analisis de Ki-67 a los 14 dias del
iniciado la HTN. Los primeros resultados fueron comunicados en el simposio
de San Antonio de 2017 y todavia no han sido publicados (114). Se incluyeron

4480 pacientes postmenopausicas con tumores RE positivo, que fueron
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aleatorizadas 2:1 a recibir LET 2.5mg o ANA 1mg dia durante 2 semanas antes
de la cirugia (2976 casos) o bien cirugia primaria sin tratamiento hormonal
previo (1504 casos). El 98% de las pacientes de ambas ramas recibieron
hormonoterapia adyuvante y un 26% de la rama de pacientes tratadas con IA
preoperatorios y un 31% de la rama control recibieron QT adyuvante. Tras 5
afios de seguimiento medio, no hay diferencias significativas en Intervalo libre
de recaida (ILR) y el 90% de las pacientes en ambas ramas siguen libres de
recaida. Un 4,9% de las pacientes con Ki-67 basal < 10% presentaron recaida
frente al 12,1% con Ki-67 igual o > de 10% (HR 2,6; IC 95% 1,82- 3,73; p <
0,0001), es decir, confirma que Ki-67 basal es un factor pronéstico. Destaca
que, en solo 32 de las pacientes tratadas con IA preoperatorio y con Ki-67
basal < 10%, el Ki-67 a las 2 semanas era > 10%, mientras que en 1202 casos
con Ki67 > 10%, a las 2 semanas estaba por debajo de 10% y en 551 el Ki67
era > 10% tanto en el basal como a las 2 semanas. Este Ultimo grupo presento
un significativo mayor riesgo de recaida antes de los 5 afios: 19,6%, frente al
8,9% de las que presentaron descenso del Ki67 o el 4,5% de recaidas en las
pacientes que siempre tuvieron Ki-67 < 10% (HR para Ki67 mayor o igual a
10% las dos semanas 2,22; IC 95% 1,68 — 2,94; p<0,001). Esto evidencia que
el descenso de Ki-67 a las 2 semanas de un tratamiento HTN es un factor

pronéstico y predictivo independiente.

En el estudio NEOCENT, que compard QT con HTN, la caida media de Ki-
67 se produjo igual en cualquiera de las dos ramas, tanto a los pocos dias de
iniciado el tratamiento, como en el momento de la cirugia (96).

Otro marcador histolégico de respuesta a HTN es la variante histoldgica

lobulillar infiltrante (115). Algunos estudios contemplan esta variante histologica
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como adversa a la respuesta con QT neoadyuvante, tanto por la bajisima tasa
de pCR como de CCM (49)(54). Sin embargo los carcinomas lobulillares
producen buena respuesta a la hormonoterapia heoadyuvante (45); de hecho la
tnica pRC documentada en el estudio de Barnadas et al. con EXE
neoadyuvante correspondia a un carcinoma lobulillar infiltrante (78).

Las plataformas de genes también pueden ser factores predictivos del
beneficio de la HTN. Dos pequefios estudios japoneses analizaron la
asociacion entre la plataforma Oncotype RS y la TR a HTN. Encontraron que la
TR fue mayor en las pacientes con RS bajo con respecto a los casos con RS
alto (116)(117). Uno de estos dos estudios encuentra una TR similar entre las
pacientes con RS bajo e intermedio (116). Estos datos han sido confirmados
por el estudio fase Ill TransNEOS en el que 295 pacientes postmenopausicas
con tumores cNO, RE positivo y HER2 negativo, fueron tratadas con LET
neoadyuvante durante 6 meses. La TR clinica fue significativamente mayor en
los tumores con RS < 18 frente a los tumores con RS > 31 (54% vs 22%; p<
0,001) al igual que la tasa de CCM (p =0,01) (118).

Con BluePrint, una plataforma de 80 genes desarrollada en Holanda y
comercializada por Agendia junto con Mammaprint, hay publicado un estudio
retrospectivo sobre pacientes tratadas con QT neoadyuvante o con HTN. Lo
mas destacable del estudio es que 87 de 474 (18%) pacientes valoradas como
luminales por IHQ, fueron reclasificadas como basales por BluePrint. La tasa
pPCR a la QT fue del 32% para los tumores basales frente al 11% de pRC de los
tumores luminales. De 53 pacientes con tumores luminales que recibieron HTN
con un IA, en 36 casos (68%) se objetivd respuesta clinica (119). Es decir que

Blueprint puede ser util para clasificar correctamente el subtipo tumoral y
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predecir a respuesta a la QT neoadyuvante, aunque adn no esta claro que
mejore la prediccion de la respuesta clinica a la HTN.

Las pacientes premenopausicas han sido habitualmente excluidas de la
mayoria de los estudios de HTN y los pocos resultados que disponemos son
contradictorios, por lo que es dificil extraer conclusiones en esta poblacion. En
el ensayo de Alba y col. (51) las pacientes premenopausicas presentaron una
TR significativamente inferior a las postmenopausicas, a pesar de que las
premenopausicas recibieron analogos de la LH-RH. Otros estudios, en cambio,
obtiene una TR parecida al usar analogos de la LH-RH junto a IA en pacientes
premenopausicas (84). En un estudio fase lll especifico para pacientes
premenopausicas, las pacientes tratadas con la combinacion de ANA vy
Goserelina presentd mejor TR y mayor descenso de la expresion de RP, con
independencia de si el Ki-67 basal era mayor o menor de 20 (120).

El papel de los receptores de androgeno (RA) en la progresion del
cancer de mama no esta claramente establecido, pero se ha mostrado como
un factor de prondstico independiente favorable en algunos estudios (HR 0,3;

IC95% 0,19-0,49; p<0,001) (121).
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1.6 MECANISMOS DE HORMONORESISTENCIA ADQUIRIDA

A pesar de una respuesta inicial al tratamiento hormonal en cancer de
mama metastasico, sabemos que todos los casos acabaran progresando y que
entre un 20-40% de las pacientes con cancer de mama precoz tratadas con
hormonoterapia recaeran. Estudios preclinicos han demostrado multiples
mecanismos que pueden contribuir al desarrollo de hormono-resistencia,
incluyendo: pérdida de expresion de RE, aumento de la expresion de EGFR,
aumento de expresion de HER-2, aumento de expresion del factor de
crecimiento de la insulina-1 (IGF-1R), alteracion de la via PI3K/AKT/mTOR,
activacion de la via MAPK, presencia de ligandos independientes activadores
del REaq, cruce entre diferentes vias de sefial intracelulares y activacion de las
ciclinas del ciclo celular (122). Describiremos brevemente los relacionados con

algunas de las variables que hemos analizado en el presente estudio.

1.6.1 HORMONORESISTENCIA ADQUIRIDA POR EL RE

Hay descritos dos RE funcionalmente distintos, el RE-a, codificado en el
gen ESR1, y el RE-B, codificado en el gen ESR2. ElI RE-a es la principal
proteina reguladora de la via, tanto en el tejido mamario normal como en el
cancer de mama hormono-dependiente. El complejo estrogeno-RE se dimeriza
al unirse al ligando, e interactia con proteinas correguladoras y secuencias
especificas del ADN llamadas elementos sensibles al estrogeno (ERE) (Figura
11). Estas interacciones promueven la transcripcion de una amplia gama de
genes que participan en la regulacién del ciclo celular, la replicacién del ADN,
la diferenciacién celular, la apoptosis y la angiogénesis (123).

La pérdida de expresion de REa es un factor de resistencia importante
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porque es la diana terapéutica. La revisiones del grupo de EBCTCG
confirmaron la falta de beneficio al tamoxifeno adyuvante en los tumores RE
negativo (27). Sin embargo la pérdida de expresion de RE como explicacion de
la resistencia endocrina adquirida no es frecuente; se observa en menos del
15% de los pacientes con cancer de mama metastasico (124). La mayoria de
los casos con resistencia endocrina adquirida, continuan expresando REa
activos, y ese es el motivo por el que se ven respuestas a segundas y terceras
lineas secuenciales de tratamientos endocrinos.
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Figura 11: Efectos del Estrégeno (E) o tamoxifeno (T) unidos al RE en elemento sensible a
estrégenos (ERE). AIB1 y CBP son coactivadores, mientras que NCoR es un correpresor.
HDAC, histona deacetilasa. Modificado de Osborne et al [122]

Se pueden dar mutaciones o amplificaciones del gen ESR1 agrupadas
en torno al dominio de unién al ligando (LBD). Estas mutaciones de ESR1 son
muy raras en los tumores sin tratamiento hormonal previo. Pero estas
mutaciones se puede presentar entre un 3% y un 20%, segun diferentes series
de pacientes con carcinoma de mama avanzado de tipo luminal que han
recibido tratamiento endocrino previo (104(105)(106). Estas mutaciones
confieren la capacidad de la activacién del RE sin ligando y por tanto marcarian

la resistencia a IA. Un estudio mostré que la mutacion K303R hace que el RE
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sea capaz de inducir la proliferacién incluso en condiciones de niveles de
estrogeno muy bajos (125), pero esto no ha sido confirmado por otros autores.
Otros estudios mostraron que FUL y TAM fueron capaces de inhibir la actividad
del ESR1 mutado, aunque se requirieron dosis mas altas de ambos farmacos,
sugiriendo una resistencia parcial pero no completa a estos agentes
hormonales (126). Se ha observado, que la incidencia de las mutaciones LBD
en ESR1, correlacionan con el nimero de lineas de tratamiento y con el mayor
tiempo de exposicion a tratamiento endocrino previo. Una hipotesis es que la
presion terapéutica permitiria la expansion de los clones mutados por simple
seleccién, pero esta sigue siendo un pregunta sin contestar (127). La
importancia clinica de las amplificaciones de ESR1 en enfermedad precoz y en
cancer recurrente aun no esta clara. Ademas, hay que destacar que, a pesar
del papel central de los RE en el cancer de mama luminal, los datos
actualizados de 962 muestras de cancer de mama incluidos en el programa
“The Cancer Genome Atlas” (TCGA), informan de mutaciones ESR1 en solo el
0,5% de los casos y de amplificacion de ESR1 en el 2,6% de los casos (128).
Todo ello hace que, a pesar de muchos trabajos de investigacion sobre
mutaciones en ESR1, su papel clinico en el desarrollo de hormono-resistencia
en pacientes sin tratamiento hormonal previo es limitado. Se espera que
estudios actualmente en curso proporcionen pronto un espectro mas completo
de las diversas mutaciones ESR1 y de su papel en la patologia y en la
resistencia endocrina del cancer de mama RE positivo, primario y metastasico.
Actualmente su andlisis como un marcador no esta recomendado por las guias

de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) (32).
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AIB1 es un coactivador del RE; interactia con el RE de manera
dependiente de ligando para mejorar la transcripcion (figura 11). Sin embargo,
también se ha demostrado que interactia con otros factores de transcripcion y
vias de sefalizacion y que pueden inducir la proliferacion independientemente
de la presencia de hormonas. En el cancer de mama, AIB1 se correlaciona con
otros factores que indican un fenotipo mas agresivo (amplificacion HER2, ADN
no diploide, alto grado, alta fraccion de fase S y Ki-67 elevado). Esta
demostrado que AIB1 es un marcador pronéstico (129). Recientemente, se ha
publicado un andlisis de este biomarcador sobre un grupo de pacientes que
habian participado en el ensayo aleatorizado de hormonoterapia adyuvante
BIG 1-98, y se ha confirmado que AIB1 es un claro factor de mal prondstico
pero en cambio, no lo es de prediccion a mejor respuesta a |IA o a TAM (130).

Las proteinas VAV1-3 estan implicadas en una amplia variedad de
procesos fisioldgicos y patoldgicos, incluido el cancer. En el caso del cancer de
mama, se ha demostrado que la expresion de VAV2 y VAV3 es importante,
tanto para la génesis tumoral primaria como para el desarrollo de metastasis.
Ademas, VAV2 y VAV3 controlan el paso del fenotipo celular epitelio-
mesénquima y la sensibilidad a la QT. VAV 3 es un activador del REa. Una
expresion baja o una funcionalidad baja de VAV3 se asocia a una mejor
evolucion clinica mientras que alta expresion puede provocar resistencia a
terapias hormonales (131)

El RE-B se expresa en las células con diferente frecuencia segun el
organo. Aunque los dos subtipos de RE estan codificados por diferentes genes
ubicados en dos cromosomas diferentes, estructuralmente tienen mucho en

comun. El LBD en los dos subtipos exhibe una homologia del 59% y ambos
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receptores se unen a los estrogenos con similar afinidad (132).
Sorprendentemente, ERP tiene la capacidad de producir algunos efectos
opuestos a REa. En contraste con el RE-q, en el cancer de mama se ha visto
tendencia a la baja del RE-B. Los niveles altos de proteina Re- se han visto
asociados a tumores de buen prondstico, prolongada SLE y respuesta a TAM.
Sin embargo, son necesarios mas estudios antes de que RE-B pueda usarse

como herramienta de diagndéstico y posible objetivo de la terapia.

1.6.2 HORMONORESISTENCIA ADQUIRIDA POR PERDIDA DEL RP

La hormona esteroide progesterona es el ligando para el RP y su union
provoca la dimerizacién y disociacion del complejo al nucleo donde se une al
ADN y modula la transcripcion. Se ha demostrado que la via de sefial del RE
regula positivamente la expresion de RP y, por lo tanto, la mayoria de tumores
RE positivo son también RP positivo. Sin embargo, hay un subgrupo de
tumores que son RP-negativo al diagnostico y algunos estudios han
relacionado este genotipo con resistencia innata. De hecho, los tumores que
son RE-positivo y RP-negativo muestran una menor tasa de respuesta a las
terapias endocrinas y un fenotipo mas agresivo que los que tienen ambos
receptores positivos (133). La expresion de RP depende en gran medida de la
presencia de RE. Tumores que expresan RP pero no RE son muy raros,
representan menos del 1% de todos los canceres de mama, por eso ante un
tumor RP positivo y RE negativo, debe repetirse de nuevo el analisis de
expresion de los receptores hormonales. En cambio, si es muy frecuente la
pérdida de expresion de los RP tras un tratamiento endocrino; pero los
estudios de HTN no han evidenciado que esta pérdida adquirida de la

expresion de RP marque una peor supervivencia (73).
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1.6.3 HORMONORESISTENCIA POR CICLINAS Y CICLO CELULAR

La sobreexpresion de la ciclina D1 (CD1) esta implicada en el desarrollo
tanto del cancer de mama como de otros tumores solidos y de neoplasias
hematolégicas. CD1 esta sobreexpresada en el 29% de los carcinomas de tipo
luminal A y en el 58% de los carcinomas de tipo luminal B. CCNDL1 es el gen
que codifica esta proteina y se observa amplificacion en el 14% y 25%
respectivamente de estos subtipos (134).

Las ciclinas D son la llave de paso que regula la transicién de la célula
de fase Gl a la fase S: Cuando la ciclina D1 se une a las quinasas
dependientes de ciclina (CDK) 4-6, provoca la fosforilacion de la proteina del
gen del Retinoblastoma (pRB), inactivando al gen y liberando el factor de
transcripcion E2F, paso necesario para que la célula progrese de fase G1 a S
(Figura 12). El gen del RB y su proteina son por tanto supresores tumorales,
porque evitan la proliferacion celular excesiva. Mientras el factor E2F este
inactivado, la célula permanece en la fase G1. Si los dos alelos del gen estan
mutados, la proteina estd inactivada y el resultado es la proliferacion de
tumores, como ocurre con el Retinoblastoma de la infancia. La pérdida de
expresion de pRB se da en un 20%-35 de los tumores humanos, pero no de
forma homogénea. La mayoria de los canceres de mama retienen pRB no
alterada.

Se ha descrito una fuerte correlacién positiva entre los niveles de
expresion de RE, de RP y de CD1 (135). También hay una clara evidencia de
gue la sobreexpresion de CD1 es un factor prondstico adverso, en particular
entre las pacientes con RE positivo y su amplificacién se asocia con recaidas

tempranas (136). Ademas, ha demostrado valor predictivo de resistencia a
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TAM adyuvante, tanto con la sobreexpresion como con la amplificacion de
CD1, en un estudio aleatorizado de 500 pacientes premenopausicas con
receptores hormonales positivos, mirando tanto la SLR (HR 6,38; IC95% 2,29-

17,78; p < 0,001) como la SG (HR 5,34; IC95% 1,84-15,51; p = 0,002 (137).

Figura 12: Ciclo celular y su regulacién por Ciclina D1, CDK, RB p16 y p53. [Tomado
de Finn RS et al Breast Can Res 2016; 18:17]

La ciclina E actia de manera similar a la CD1 como un regulador
positivo de la transicion del ciclo celular, con niveles maximos de expresion de
proteinas y formacién de complejos enzimaticos con la CDK 2 en la fase G1
(138). La amplificacion del gen Ciclina E ha sido detectada en varias lineas
celulares de cancer de mama y hay evidencias de que la ciclina E juega un
papel importante en la génesis tumoral. Un estudio midié la expresion de ciclina
E en 395 casos de cancer de mama primario, y correlacioné los niveles ciclina

E con otros factores de mal pronéstico ya establecidos y encontré que los
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niveles de ciclina E eran los factores discriminantes mas poderosos de SG y
SLE, superando biomarcadores clinicos y patoldgicos clasicos en analisis
multivariable (139). Algunos estudios han demostrado que los niveles alterados
aumentan la sensibilidad de las células de cancer de mama al cisplatino y
paclitaxel (140) y ademas, facilitan la resistencia al tratamiento hormonal (141).
Pero estos resultados deben ser validados en ensayos prospectivos.

La proteina p16 es un inhibidor de la proliferacion celular, compite con las
CDK 4-6 por la unién a CD1 (figura 12). De esta forma, pl6 inhibe la
fosforilacion de pRB y detiene el ciclo celular. Esta codificada por el gen
CDKN2A. Tanto la hipermetilacion, como la mutacion o la deleccién de pl16
inducen proliferacion celular. La pérdida de expresiéon de pl6 en el nucleo
celular y también en el citoplasma, se ha visto implicada en multiples canceres
(vejiga, prostata, ginecolégicos, ORL, melanoma y mama) (142)(143). La
expresion por IHQ de p16 y CD1 demostro tener valor prondstico en una serie
de 827 pacientes con cancer de mama tratadas con QT adyuvante (144).

La proteina p53 es una proteina supresora tumoral que también
esta involucrada en el ciclo celular a nivel del paso G1 a S. Si p53 esta activa
induce apoptosis, deteniendo el ciclo celular en el punto de control G1/S o
G2/M. Pero p53 presenta isoformas, algunas de las cuales funcionan como
activadoras, mientras que otras funcionan como inactivadoras. Por eso a
veces, los resultados han sido contradictorios. Los tumores que presenten
alelos mutados de p53 tendran problemas para activar la entrada en apoptosis
y podria permitir que las células anormales proliferen. La p53 no es detectable
en las células normales porgue su vida media es muy corta, tan solo 20

minutos, mientras que la p53 mutada tiene una vida media de
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aproximadamente 24 horas. La localizacion celular de la proteina p53 varia
durante el ciclo celular: durante la fase G1 se encuentra en el citoplasma, luego
entra en el ndcleo en la transicion G1/S y alli permanece hasta el final de la
fase G2/M. Como norma, en ceélulas tumorales, la proteina p53 es
estrictamente nuclear. Esta acumulacion nuclear de la p53 mutada permite su
deteccidon por métodos de IHQ. Este procedimiento se ha empleado en
diversos tipos de cancer con una buena correlacion entre el analisis molecular
(presencia de una mutacion) y el analisis IHQ (sobreexpresion de la proteina
mutante). La ventaja de este procedimiento es que puede ser realizado de un
modo rutinario en los laboratorios de histologia, el inconveniente es que
algunas mutaciones pueden abolir la expresion de la p53 ("nonsense
mutations"”, inserciones, deleciones, mutaciones de sefial), no producen la
proteina y como consecuencia dan un resultado negativo (5-10 % de los
casos). Por otra parte, los tumores pueden sobreexpresar la p53 en la
completa ausencia de mutaciones en cualquier parte del gen. Esta sobre-
expresion es especifica de las células tumorales y no afecta a los tejidos
normales. En el proyecto TCGA se observaron mutaciones somaticas de TP53,
gen que codifica p53, en el 37% de 825 canceres de mama no tratados (128).
p53 media su efecto a través de p21 (figura 12), por lo que se suelen
estudiar de forma conjunta p53 y p2l. p21 inhibe las CDK y evitan la
fosforilacién de pRb, de manera que el factor de transcripcién E2F permanece
inactivo y se impide la progresion de la célula hacia la fase S. La proteina p21
es codificada por el gen CDKN1A pero, a diferencia del p53, en el cancer no se
ven mutaciones acumuladas sobre p21, de modo que los ratones que por

ingenieria genética les falta p2l1, se desarrollan normalmente y no son
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susceptibles a una mayor incidencia de cancer, a diferencia de lo que ocurre
con el p53. La expresion de p2l esta intimamente controlada por el gen
supresor tumoral p53, por lo que el control del ciclo celular en G1 es
dependiente de p53 y es la forma en que la célula detiene el ciclo celular.
BCL-2 (derivado de B cell Lymphoma 2) es otra de las proteinas que
regulan el ciclo celular, en este caso por induccion de la apoptosis o por
inhibicion de la anti-apoptosis. No es por tanto una sefial de crecimiento
celular. Se localiza en la membrana externa de la mitocondria jugando un rol
importante en la supervivencia celular. Hay dos isoformas ligadas con el
linfoma (BAX y BAK). Algunos estudios asociaron expresion de BCL-2 a una
mejor respuesta a la hormonoterapia y a una mejor SLE y SG (107), pero esto
no fue confirmado en otros estudios. Algunos autores aseguran que las
terapias endocrinas no mejoran la apoptosis de las células tumorales y que la

apoptosis, por lo tanto, no es un predictor util del beneficio de la HTN (145).

1.6.4 HORMONORESISTENCIA VIA PI3K/AKT/mTOR.

Un posible mecanismo de resistencia endocrina es la via de sefalizacion
aberrante PIBK/AKT /mTOR. Es una via de sefializacion intracelular que juega
un papel en la supervivencia, proliferacion y diferenciacién celular y tiene un
papel critico en la génesis tumoral. En el 36% de los 825 canceres de mama
del proyecto TCGA se observaron mutaciones en la via de PIK3K (128). La
proteina quinasa B o AKT es el objetivo sobre el que actua la via de sefal PISK
y parece jugar un papel critico en la resistencia a medicamentos. Mutaciones
AKT y pérdida de PTEN ocurren hasta en un 70% de los tumores de mama
(146). El complejo mTOR es la diana sobre la que actia, aguas abajo, AKT

(Figura 13). Se ha observado hiperactivacion del eje PI3K/AKT/mTOR en
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células de cancer de mama endocrino-resistentes. La proteina quinasa
ribosomal S6K (pS6) es un efector del complejo mTORC1. mTORCL1 fosforila y
activa las proteinas S6K1 y S6K2, cuyo primer substrato es pS6. Sabemos que
el eje mTOR-pS6 controla procesos celulares fundamentales, incluida la
transcripcion, la traduccion, la sintesis de proteinas y el crecimiento y el
metabolismo celular y que la desregulacion de este eje de sefal, contribuye al
desarrollo de la enfermedad y se cree que pS6 promueve la proliferacion
celular y la supervivencia celular y puede producir la activacion de los RE con
independencia de su ligando (147). Pero en realidad, los detalles moleculares
por los que se produce proliferacién por el complejo mTORCL1 siguen siendo
poco conocidos. Estudios realizados durante la ultima década han descubierto

una serie de sustratos S6K1 adicionales (148).

Androstenedione == | ==p-Estrone ()  TUMOR MICROENVIRONMENT ASLE

o * Tamoxifen

T ; * Toremifene

Testosterone == E =PpEstradiol (E,) -
< Nonsteroidal/steroidal Nonsteroidal
aromatase inhibitors aromatase inhibitors:
EXTRACELLULAR HER1/EGFR/IGFR » Anastrozole
FLUID HER2 * Letrozole
HER3 Steroidal aromatase

E2

HER4 inhibitor:

e ee e

-'.'-'..'.':'.U:I:I:I:.:.:.:.:... o + Exemestane
-

Pan-PI3K/isoform-specific
PI3K inhibitors

Pan-PI3K inhibitors:
* Buparlisib

+ Pictilisib

CYTORLASH l Isoform-specific

e AKT AKT inhibitors PI3K inhibitors:

MEK Alternative * Alpelisib
Selective Src (n;:nuclear) + Taselisib

wa
ER modulator 4 e MAPK P ¥ AKT inhibitors:
Selective _I 4 TOR =] mTOR inhibitor | * MK2206
ER degrader * AZD5363
* |patasertib

SERD:
/ + Fulvestrant

NUCLEUS ERc > ‘g CDK4/B inhibitors
/ mTOR inhibitor:
- + Everolimus
Yl —
Gi-checkpoint G1 S Classical . .
E2F »  EZF : t Cell cycle ;, (nuclear) oLt -
P Rb \ : :

KD IRNOS. M pathway
P Rb

Figura 13: Vias de sefial intracelular nuclear y no nucleares implicadas en la
resistencia endocrina y dianas con fdrmacos aprobados o en desarrollo.[Tomado de Brufsky
AM el al. The Oncologist 2018;23:528-539

66



Se han desarrollado diversos farmacos dirigidos contra PI3K y sus
isoformas, farmacos inhibidores de AKT, asi como farmacos inhibidores de
MTOR. Aunque, hasta la fecha, en cancer de mama, solo los inhibidores
alostéricos de mTOR, everolimus y temsirolimus, han sido aprobados para su
uso clinico en pacientes con tumores RE positivos que han presentado
resistencia a alguna linea hormonal previa, al haber demostrado suficiente
evidencia de revertir resistencia en canceres en humanos, junto a una toxicidad
aceptable (76)(149).

El factor de transcripcion SOX9, es una proteina codificada por el gen
SOX9h. SOX son una familia de factores de transcripcion que controlan
multiples procesos de desarrollo y estan envueltos en el mantenimiento de la
actividad stem cell durante la embriogénesis, ademéas media en la resistencia
por la via mTOR y con la capacidad de diseminacién metastasica del cancer de
mama. Esta actividad es dependiente de EVI1 en cooperacion con SOX9 (150).
El gen EVI1 codifica una oncoproteina que esta envuelta en hematopoyesis,
apoptosis, desarrollo proliferacion y diferenciacion celular. Puede interactuar

con MAPK.

1.6.5 El cruce de sefial intracelular bidireccional entre RE y otros vias
de sefal intracelular, puede provocar un aumento de los niveles de fosforilacion
y de la actividad de los co-receptores de RE. Este puede ser un mecanismo
clave para mantener la activacion RE, independientemente del ligando, y para

mediar en la resistencia a varias terapias endocrinas (Figura 14).
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Las vias no nucleares, correguladoras de la activacion del REa, incluyen
receptores, como el receptor el IGFR, el receptor del factor crecimiento de
fibroblastos (FGFR) y los receptores HER2 y HERS3; y también incluye
quinasas, como por ejemplo las de las vias Myc, Src y las ya comentadas vias
PISK/AKT/mTOR y la via CDK (151,152) (Figura 14). Por cualquiera de estas
vias, el RE puede ser activado a través de mecanismos independientes del

ligando (123)

1.6.6. Finalmente, también se ha reconocido un papel emergente de
varios componentes del microambiente tumoral. Los componentes del
microambiente implicados en la resistencia endocrina incluyen células del
estroma, células del sistema inmunitario, elementos estructurales de la matriz

extracelular y factores solubles (por ejemplo, factores de crecimiento y
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citoquinas), asi como condiciones microambientales adicionales, como hipoxia
y acidez. Estd documentado el papel de estos estimulos microambientales
extracelulares, especialmente la familia de integrinas y otras moléculas de
adhesion (por ejemplo CASp130) en la mediacién con las vias intracelulares de
proliferacion (153). CD44 es una glicoproteina transmembrana que regula la
adhesion entre células y a diferentes componentes de la matriz extracelular (es
un receptor del acido hialurénico y puede interactuar con metaloproteinasas),
por lo que esta implicada en la migracion y en la adhesion entre células. CD44
ha sido objeto de una extensa investigacion durante mas de 3 décadas debido
a su papel dual en el cancer de mama y a que, ademas actia en muchos
procesos fisiologicos. Hay datos que implican a CD44 tanto en la supresion
tumoral como en la promocién del tumor. Algunos estudios lo relacionan con el
desarrollo de metéastasis, en cambio otros dicen que aumenta la supervivencia
porque evita las metéstasis a distancia (154). También juega un papel
importante en la recirculacién de linfocitos, facilitando la entrada de estos
dentro del tejido linfoide y en la activacion de células T.

Hay evidencias que sugiere un papel importante para las células madre
en el desarrollo del tejido mamario y del cancer de mama. En el cancer de
mama, estas células indiferenciadas, estan vinculadas al aumento del fenotipo
invasivo y metastasico. Sin embargo, su frecuencia depende del grado del
tumor, estadio de la enfermedad y subtipo molecular. Se cree que las células
madre son de tipo basal y principalmente RE-negativas, por lo que mas que
participar en el desarrollo de resistencia endocrina seria una seleccién clonal
durante el tratamiento y esto justificaria el aumento observado en la expresion

del EGFR en los tumores con resistencia endocrina (155).

69



1.7 FACTORES DEL PRONOSTICO DESPUES DE LA HTN

1.7.1 Respuesta patoldgica

En QT neoadyuvante la pCR se ha demostrado como un factor con claro
impacto prondstico a largo plazo en tumores RE negativo (55). Pero la tasa de
pPCR con HTN es muy baja, oscila entre el 0% y el 9% (Tabla 4). Aunque hay
que recordar que, la QT neoadyuvante en tumores RE-positivos también
obtiene una tasa de pCR baja, en torno al 5-6% y con menor impacto como
factor pronéstico que en tumores RE negativos o HER2 positivos (16).

Aunque la pCR con HTN es rara, si es habitual que el patdlogo vea
fibrosis, ductitis, presencia de macrofagos y parches de infiltrados
inflamatorios, junto con persistencia de nidos de células neoplésicas viables.
Estos hallazgos podrian ser otro método de valoracion de la eficacia del
tratamiento, pero el problema se suscita en como medir el grado de la
respuesta patologica parcial. Llegar a un acuerdo de consenso para evaluar
este punto es muy dificil y de hecho, todavia no se ha conseguido. En
consecuencia, seria de un gran interés poder identificar el subgrupo de
pacientes RE positivo que han sido altamente sensibles a la HTN y que tiene

poca probabilidad de que se beneficien de la adicién de una QT adyuvante.

1.7.2 Respuesta Clinica

En un estudio del grupo de Edimburgo, los dos factores adversos
independientes con claro impacto en peor SG fueron: 1) que la paciente no
alcanzara respuesta parcial con la HTN frente a las pacientes que si
presentaron respuesta parcial objetiva (p<0,05) y 2) el niumero de ganglios

axilares con invasion patolégica (p=0,0001) (113). Pero otros autores no han
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encontrado que la respuesta clinica sea un factor independiente en los estudios
multicéntricos con respecto a SG o SLR (156).

Ademas, ninguno de los grandes estudios de HTN nos ha dado datos
comparativos entre las medidas clinicas, radiolégicas y patologicas. En el ICO
revisamos los datos de 58 pacientes que habian recibido HTN y analizamos la
correlacion entre la reduccion del tumor medida por mamografia o ecografia y
los cambios inducidos por el tratamiento por el informe de anatomia patoldgica.
En 18 de los 35 casos (51,4%) en habian sido evaluados como respuesta
radioldgica, el patélogo no vio ningin cambio relacionado con el tratamiento.
Por otro lado, en 5 de 23 casos sin respuesta radioldgica, el informe patoldgico
inform6 de respuesta en forma de fibrosis en mas del 30% del volumen
tumoral. El coeficiente de correlacion de Pearson entre la reduccion tumoral
analizada por el patélogo y la radiologica fue de 0,418. Esta falta de correlacion
entre la respuesta radiolégica y la patologica puede causar sesgo en la
valoracion de esta variable y sobre todo, incertidumbre a la hora de decidir si
ha habido beneficio o no con la HTN y por tanto, de cual ha de ser el

tratamiento adyuvante mas Optimo a seguir.

1.7.3 Grado histolégico (GH) en el tumor residual tras HTN.

En un estudio retrospectivo italiano sobre 144 pacientes con tumores
mayores de 3 cm, se observlé que, en las pacientes a las que se les pudo
practicar CCM y el tumor en la pieza quirtrgica fue valorado como de GH 1,
tuvieron una mejor SLR (p=0,009) y mejor SG (p=0,005) estadisticamente
significativas. Que el tamafio del tumor residual fuese menos a 2 cm también

se relacion6 de forma significativa con mejor SLE (p = 0.005) (157)

71



1.7.4 Disminucion del Ki-67

La evaluacion temprana, mediante puncion biopsia, del Ki-67 a las 2-4
semanas de iniciada la HTN, se ha desarrollado con el propdésito de identificar
de forma precoz las pacientes que no se beneficia de la HTN. Ellis y Dowsset
escogieron el punto de corte en 10% basandose en que todos los casos por
debajo de este punto presentan tumor de tipo Luminal A evaluado mediante
una plataforma PAM50. De los estudios pivotales, sabemos que un Ki-67 basal
elevado no supone una menor posibilidad de respuesta a la HTN, en cambio un
Ki-67 > 10% a las 2-4 semanas de iniciada la HTP, predice por un lado, mayor
Ki-67 en la pieza quirargica (p=0,001), por otro lado, menor posibilidad de
obtener un PEPI score 0 (p=0,004) y también peor SLR (p=0,003) (112).

En cuanto a la evaluacion del Ki-67 en la pieza quirlrgica, en el estudio
de Grassadonia y col; el presentar un Ki-67 <13 en la pieza quirargica fue un
factor significativo de mejor SLR y SG (p = 0,002), sin embargo en el analisis

multivariable perdié la significacion estadistica a favor de GH y CCM (157).

1.7.5 “Preoperative endocrine prognostic index” (PEPI)

En la linea de identificar el subgrupo de pacientes con alta sensibilidad a
la HTN y con poco o nulo beneficio de la QT. Ellis y col. generaron el indice de
prondstico tras terapia endocrina preoperatoria (PEPI) (156). Se desarrollo en
inicialmente en base a datos obtenidos de 228 muestras tumorales del ensayo
P024 y posteriormente fue validado utilizando otras 203 muestras del ensayo
IMPACT. Destacar que el seguimiento medio era de tan solo 61 meses.

Los autores destacan en primer lugar que, en los 30 casos que el

estadio clinico disminuy6 desde lI-lll a estadio patolégico 0-1, la SLE fue del
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100%, frente al 70% de los 175 casos con estadio patologico Il o 11l (p< 0,001).
Es decir que en los casos ypTO-is pNO e ypT1pNO el prondstico es excelente y
no requieren de QT adyuvante.

Otros factores significativos asociados con la SLE en el analisis
univariante fueron el estado patolégico de la axila (p<0,001), la respuesta
clinica a la HTN (p=0,002), el GH basal (p=0,002) y GH post-tratamiento (grado
| vs grado Il o Ill; p < 0,001); tamafio tumoral patolégico (pT1-T2 vs pT3-4;
p<0,001), elevacion de Ki-67 >2.7 veces (p < 0,001) y RE positivos (Allred
score >3) en la pieza quirdrgica (p < 0,03). Los 16 casos del ensayo P024 que
negativizaron la expresion de RE entre la biopsia inicial y la de la pieza
quirdrgica tuvieron muy mala supervivencia especifica por cancer de mama
(SECM). Pero en el analisis multivariable practicado sobre 158 casos, solo
cuatro variables mostraron ser un factor independiente asociado a SLR y a
SECM: el tamafio del tumor en la pieza quirdrgica (pT1-2 vs. pT3-4;
(p<0,001); la afectacion patoldégica de la axila (positivo vs. negativo;
p<0,009); expresion de RE por Allred score >3 (p = 0,03) y elevacion del

Ki67 > de 2.7% veces el basal (p = 0,01).

Factor Puntos para SLR Puntos para SECM
ypT ypTO-2 0 0
ypT3-4 3
ypN ypNO 0 0
ypN1-3 3 3
RE (Allred) 0-2 3 3
3-8 0 0
Nivel de Ki-67 0-2,7% 0 0
2,8-7,3% 1 1
7,4-19,7% 1 2
19,8-53,1% 2 3
53,2 o mas 3 3

Tabla 5: PEPI score. Traducida de Ellis et al. ] Natl Cancer Inst [156]
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La HR de cada una de estas variables, se uso para construir un
marcador o score, de forma que a cada una de estas cuatro variables se les
asignaba una puntuacion que iba de 0, en el caso mas favorable y hasta 3 en
los casos mas desfavorables (Tabla 5). La puntuacion final del indice PEPI
resulta de la suma aritmética de los puntos de riesgo obtenidos para cada una
de las 4 variables; de forma que los pacientes que obtenian una puntuacion
final de O eran las que tenian mejor prondstico, probablemente tuvieron un
beneficio maximo con el tratamiento hormonal y por tanto no requieren de QT
adyuvante. Los autores agruparon las pacientes en 3 grupos (0, 1-3y > 4
puntos) que mostraron una asociacion estadistica significativa con el riesgo de
recaida en las pacientes del ensayo P024 (10%, 23%, y 48%; p <0,001) y de
SECM (2%, 11% y 17%; p< 0,001). Los resultados fueron similares con las
pacientes del ensayo IMPACT. Recientemente se han publicado los resultados
del estudio ACOSOG-Z0131 tras un seguimiento de 5,5 afios y su valoracion
PEPI (98). El 3,7% de las pacientes con PEPI = 0 presentaron recaida frente al
14.4% de las pacientes con PEPI > 0 (HR 0,27; IC 95% 0,09-0,76; p= 0,014).

En el estudio CARMINA 02 (85) que comparo LET frente a FUL en HTN,

el PEPI score también se mostré como un factor significativo en SLR.

1.7.4 Plataformas Geénicas

Como comentamos en el punto 1.2 de la presente memoria, las
plataformas que analizan mdultiples genes han conducido a una nueva
clasificacion prondstica y predictiva del cancer. Los tumores con RE positivos
son esencialmente de tipo luminal, pero los luminal B tiene peor prondéstico que
los luminal A. La plataforma Prosigna-PAM50® ha sido validada, en analisis

retrospectivos de pacientes incluidas en ensayos clinicos aleatorizados, para

74



predecir la recurrencia del cancer de mama tras cirugia.

En el estudio ACOSOG-Z0131 se clasificaron los tumores mediante
PAMS50 intrinseco. Esta plataforma identifico un 3,3% de pacientes con tumores
qgue no eran luminales y por tanto con pocas posibilidades de respuesta a la
HTN. La TR clinicas y de CCM fueron similares entre los tumores de tipo
luminal A frente a los luminal B. En cambio entre los tumores luminales A fue
mas frecuente alcanzar un PEPI score de 0O (el subgrupo de mejor prondstico)
qgue en los luminal B (27,1% vs 10,7%; p = 0,004) (83). Hasta la fecha, no se
conoce el papel prondstico de las plataformas de genes después de HTN. El
analisis de estas plataformas como biomarcadores postratamiento hormonal
podria mejorar los algoritmos de prondstico y ayudar a identificar en que
pacientes el tratamiento endocrino no es suficiente.

Las demas plataformas comercializadas en Espafia también han sido
evaluadas con respecto a su capacidad de prediccion de la respuesta a la
HTN. El estudio TransNEOS, recientemente publicado demuestra mayor
probabilidad de respuesta si RS <18 vs RS >31 (p <0,001) (118). Un estudio
con Blueprint también ha demostrado su capacidad de recalificar subtipos
moleculares y de predecir una tasa de respuestas del 68% a la HTN en los
luminal A. Pero ninguna de estas plataformas ha sido estudiada como factor

pronéstico tras HTN.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipoétesis:

Cada vez es mas habitual el uso de tratamientos sistémicos
prequirdrgicos o neoadyuvantes en el cancer de mama. En los casos de
carcinoma de mama no luminal tratados con quimioterapia neoadyuvante, la
respuesta patolégica completa (pCR) es un buen marcador para predecir el
prondéstico de cada caso en particular y ayuda en la toma de decisiones sobre
tratamientos posteriores. La hormonoterapia neoadyuvante (HTN) es una
alternativa terapéutica en el cancer de mama de tipo luminal estadios Il y Il
Existen diferentes factores bioldgicos que predicen la respuesta a la HTN, pero
después de la HTN, los unicos factores biolégicos que han demostrado una
relacion con la supervivencia son la desaparicion de la expresion del receptor
de estrogeno (RE) y la disminucion de la proliferacion celular medida mediante
Ki-67. Ambos biomarcadores, junto a otros dos parametros anatomicos, como
son ypT e ypN, forman el PEPI score que, a dia de hoy, es la herramienta de
pronéstico mas utilizada tras HTN. Por tanto, es importante encontrar otros
factores de pronéstico que predigan, de forma mas precisa, la evolucién
posterior de cada caso tratado con HTN.

El andlisis de marcadores moleculares en el tumor residual de las
pacientes que no alcanzan una pCR tras HTN podria, por un lado, identificar
factores prondstico de supervivencia especifica de cancer de mama que
definan poblaciones de alto riesgo de recaida a distancia y por otro lado,
identificar mecanismos biolégicos de resistencia. Estos factores serian de
gran utilidad en la decision del tratamiento adyuvante posterior y, servirian de
base para iniciar lineas de investigacion con tratamientos diferentes a la

hormonoterapia, como por ejemplo son los inhibidores de CDK4/6, los
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inhibidores de mTOR, los inhibidores PI3K, la QT o la inmunoterapia. Con
estos factores pronostico se podria individualizar las necesidades de
tratamiento para cada paciente en concreto en busca de un tratamiento mas

eficaz.

2.2 Objetivos:

Principal:
1. Andlisis de Ilos factores bioldgicos en el tumor residual tras
hormonoterapia neoadyuvante (HTN), que puedan influir de forma

significativa en el intervalo libre de recaida a distancia (ILRD).

Secundarios:

1. Identificar nuevos factores de riesgo de recaida a distancia en las
pacientes tratadas con HTN que no alcanzaron una pCR.

2. Confirmar el valor del “PEPI score” como factor de prondstico de ILRD en
una serie con un seguimiento medio de 10 afos.

3. Determinar el subtipo intrinseco del tumor residual de las pacientes
tratadas con HTN y que no alcanzan una pCR.

4. Determinar el valor pronéstico del ROR de PAMS50 sobre el tumor

residual tras HTN en términos de ILRD.
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3. POBLACION Y METODOS
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3.1 Seleccion de pacientes y procedimientos empleados

En 2014 disefiamos un estudio retrospectivo sobre aquellas pacientes
postmenopausicas, diagnosticadas de un cancer de mama en estadio Il a lll
con RE o RP positivo, que habian sido tratadas con HTN en el Institut Catala
d’Oncologia (ICO) — Hospital Universitari de Bellvitge (HUB) durante los afios
1997-2009 y de las que disponiamos de muestra de la pieza quirdrgica
conservada en parafina.

Inicialmente se seleccionaron 136 pacientes, siendo excluidos 17 casos
por los siguientes motivos: tres casos porque alcanzaron pCR (2,2%), cinco por
presentar tumor multicéntrico o bilateral (3,6%) y nueve (6,6%) por mala
calidad de la muestra parafinada (Figura 15), por lo que finamente se
incluyeron y se analizaron 119 pacientes que correspondian a 3 cohortes
diferentes:

A. Pacientes tratadas con Toremifeno neoadyuvante dentro de un ensayo
prospectivo de fase Il: 39 casos.

B. Pacientes tratadas con Exemestano neoadyuvante en otro ensayo
prospectivo de Fase Il: 24 casos.

C. Pacientes tratadas en practica asistencial y fuera de ensayo: 52 casos

con Letrozol neoadyuvante y 4 casos con Tamoxifeno neoadyuvante.
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e Pacientes tratadas con HTN
e 136 (100%)

e pCR
* 3(2,2%)

e Tumores multicéntricos o bilaterales
*5(3,6%)

e Mala calidad de la muestra
* 9 (6,6%)

€C€€<

Figura 15: Diagrama de flujo de las pacientes incluidas y excluidas del estudio.

Todas las pacientes firmaron un consentimiento informado, bien del ensayo
prospectivo correspondiente o bien de tratamiento hormonal neoadyuvante. En
todos los casos se siguié una metodologia uniforme, bien por haber participado
de un ensayo clinico o bien porque se sigui6 el protocolo asistencial del centro:
Asi, durante la HTN, todas las pacientes fueron evaluadas por clinica
(inspeccion y palpacién con un calibrador o pie de rey) y radiolégicamente (con
ecografia y mamografia o resonancia) de forma basal y al menos una vez cada
12 semanas, en la Unidad Funcional de Cancer de Mama del ICO-HUB. Se
usaron los criterios de la OMS en la definicion de la respuesta.

Todas las pacientes fueron operadas tras HTN y seguidas posteriormente
con una mediana de 112 meses (9,3 afios) en el servicio de Oncologia Médica

del ICO.
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Se disefid una base de datos en donde se han registrado las siguientes
variables:

e En el diagnéstico: Edad, cTNM, tipo histolégico, GH, RE, RP, Ki-67,
HER-2 (por IHQ y FISH si ++), tipo de tratamiento hormonal y fecha
de inicio de la HTN.

e Tras la cirugia: Respuesta clinica; respuesta radiolégica; proporcion
de fibrosis en la pieza quirdrgica, duracion de la HTN, fecha de la
cirugia, tipo de cirugia, ypTNM, GH, RE, RP, Ki-67, HER-2 de la
pieza (por IHQ y FISH si ++).

e Durante el seguimiento: Tratamiento adyuvante (QT si o no, HT si
o no, RTP si 0 no), fecha de recaida y lugar (si la hubo); y fecha de

ualtimo seguimiento o del exitus y causa del exitus si lo hubo.
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3.2 Muestras bioldgicas y determinaciones realizadas

El departamento de Anatomia Patoldgica del HUB determin6 en la biopsia
con aguja gruesa (BAG) diagndstica y/o puncion aspiracion con aguja fina
(PAAF): el GH de Nottingham o el grado nuclear en los casos de PAAF, el %
de expresion del RE, del RP, del Ki67 y de HER-2.

Después de la cirugia, las piezas de reseccion tumoral y la pieza de la
linfadenectomia axilar o de la biopsia selectiva del ganglio centinela, fueron
examinadas por una patdloga experta en cancer de mama, para valorar la
presencia de enfermedad residual, el tamafio maximo, el GH, la presencia o0 no
de ILV, y los cambios morfolégicos atribuibles al tratamiento neoadyuvante en
porcentaje de fibrosis sobre el volumen tumoral patolégico y el estado
ganglionar. Se consider6 como pCR a la ausencia de tumor residual invasivo
en glandula mamaria y en los ganglios axilares linfaticos (ypTO/is e ypNO). Las
pacientes con respuesta completa a la HTP (2,2 % de los casos) fueron
excluidas del estudio.

Dado el largo periodo transcurrido desde la cirugia y la elevada edad
media de las pacientes al diagnostico, se solicitd al Comité de Ensayos e
Investigacion Clinica del HUB, autorizacion para llevar a cabo el estudio sobre
las muestras tumorales sin solicitar consentimiento informado a las pacientes
(documento anexo 1). Una vez obtenida esta autorizaciéon, en el departamento
de Anatomia Patolégica del HUB se procedi6 a seleccionar los bloques
parafinados de las muestras de tumor de la pieza quirargica para la
construccion de un tissue microarray (TMA).

Los pasos para construir el TMA fueron: Primero, seleccion de un area de

tumor invasivo representativa. Segundo, marcaje de la zona tumoral
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seleccionada en el bloque de parafina. Tercero, extraccion del bloque de
parafina seleccionado “donante” de un cilindro de 1 mm de grosor que contenia
el tejido de interés previamente marcado. Cuarto, inclusion del cilindro de tejido
extraido del bloque “donante” a un bloque “receptor” de forma ordenada y
siguiendo una plantilla de inclusidon. Quinto, obtencion de un bloque receptor
que contiene las muestras tumorales. Sexto, se realizaron secciones
histolégicas y por ultimo se efectuaron estudios posteriores con diferentes
marcadores de IHQ. Los TMA permiten el andlisis en paralelo de varias
muestras de tejido en una sola laminilla: Para cada caso se incorporaron 3-4
cilindros de tejido tumoral de 1 mm de diametro. Cada array de tejido contenia
un total de 23 casos con enfermedad residual. También se incluyeron en el
array algunos cilindros de tumores de mama control. Se construyeron un total
de 5 TMA. De cada bloque se realizaron secciones de 2-um.

Sobre estos TMA, dos patologas del ICO-HUB, de forma independiente,
midieron mediante IHQ, los niveles de expresion de:

e En el nacleo de las células tumorales: Porcentaje de positividad de RE,
de RP, de RA, de Ki67, de p53, de CD1, de pRB, de pl16 y porcentaje e
intensidad (0 a 3+) de SOX9.

e En el citoplasma de células tumorales porcentaje de pl6 y de
sinaptofisina; porcentaje e intensidad (medida de 0 a 3+) de BCL2, de
VAV3, de SOX9y de pS6

e En la membrana de células tumorales se midié en intensidad (de 0 a
3+): HER2 (se efectuaba FISH si la IHQ era 2+) y CD44.

e En el citoplasma y nacleo de células del estroma: Porcentaje de pl6 y

porcentaje e intensidad de pS6.
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Los distintos anticuerpos utilizados en la IHQ se pueden consultar en la

tabla 6.

Empresa
Anticuerpo comercial clona Referencia | Recuperacion Otros
pl6 ventana (Roche) E6H4 725-4713 Alto Prediluido
CD44 ABCAM 156-3C11 ab16728 Alto
CICLINAD1 ventana (Roche) SP4-R 790-4508 Alto Prediluido
BCL-2 ventana (Roche) 124 790-4464 Alto Prediluido
RA DAKO (AGILENT) AR441 M3562 Alto DIL 1/100
p53 DAKO (AGILENT) DO-7 GA616 Alto Prediluido
SINAPTOFIS.| DAKO (AGILENT) [ DAK-SYNAP 1R660 Alto Prediluido
RB BD PHARMINGEN G3-245 554136 Alto DIL 1/500
SOX9 ABCAM ChIP-Grade Ab3697 Citrato pH6 DIL 1/1000
VAV3 ABCAM EP1130Y 579-3 Citrato pH6 DIL1/70
pS6 CELL SIGNALING 21B2 48575 Citrato pH6 DIL 1:250
RE DAKO (AGILENT) EP1 GA084 Alto Prediluido
RP DAKO (AGILENT) 1294 GA090 Alto Prediluido
Ki-67 DAKO (AGILENT) MIB1 GC202 Bajo Prediluido
HER2 DAKO (AGILENT) | HERCEPTEST SK001 Prediluido

Tabla 6: Anticuerpos utilizados en el andlisis IHQ

Se analiz6 la tasa de cambio en RE, RP, Ki-67 y HER-2 entre la biopsia

diagndstica y la pieza quirurgica.

Se calculé el PEPI score y se analiz6 el valor prondstico de este

marcador con respecto a ILRD.

Por ultimo, en el Laboratorio de Gendmica Traslacional del Hospital Clinic

de Barcelona se llevo a cabo el analisis de secuenciacion génica mediante el

sistema nCounter de Nanostring, que es una prueba cuantitativa in vitro, que

mide los niveles de expresion génica de ARN extraido de tejido tumoral. El

proceso de realizacion se dividié en varios pasos: Primero, las patélogas del

HUB marcaron con un circulo la region tumoral viable en el portaobjetos con
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H&E, excluyendo el tejido no tumoral circundante y calcularon el porcentaje de

celularidad tumoral en el area que se encuentra dentro del circulo (tabla 7).

Celularidad tumoral N (%)
90-80% 38 (33)
70-60% 41 (36)
50% 8(7)
40-30% 17 (15)
20-15% 10 (9)
Total 114 (100)

Tabla 7: Porcentaje de celularidad tumoral en las muestras analizadas por PAM50

Para considerar valido el analisis, el porcentaje de celularidad del tumor
debia ser > 10 % y el area de la superficie tumoral marcada con el circulo >
4 mm?2. Tercero, se aisl6 el ARN a partir de las muestras de tejido tumoral.
Cuarto, se provocé la reaccidn de hibridacién de las muestras. Quinto se
procesaron y analizaron las muestras en la estacion nCounter®. Esta
tecnologia se basa en que para cada gen se crean sondas marcadas con
codigos de barras fluorescentes que se hibridan directamente con la muestra
de mARN en solucién. Primeramente, las sondas de ADN se hibridan
directamente con una region de 70-100 pares de bases de la muestra de ARN
en solucion. La sonda de marcacion fluorescente consiste en una secuencia de
35-50 sondas basicas complementarias del blanco de mARN y una unica
secuencia de esqueleto de ADN que se hibrida con seis segmentos de ARN
etiquetados con una de las cuatro tinturas fluorescentes: roja, amarilla, azul o

verde. Los segmentos fluorescentes crean un "cédigo de color" fluorescente
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anico para cada blanco, de seis posiciones y cuatro colores. Una sonda de
captura independiente esta formada por una secuencia de pares basicos
complementaria del blanco de mMARN vy biotina, que se usa para la
inmovilizacion en un portaobjetos con una capa de estreptavidina. Después de
la hibridacion a +65°C, todos los pasos de purificacion de la muestra estan
automatizados en la estacion de preparacion nCounter®. Esta tecnologia tiene
la ventaja que no requiere ninguna amplificacion o reaccion enzimatica, siendo
un proceso practicamente todo automatizado (figura 16). En el proceso de
purificacion, en primer lugar, se eliminan las sondas de captura y marcacion
sobrantes mediante esferas magnéticas con pasos sucesivos de captura,
seguidos de la vinculacién de los complejos sonda-blanco con ubicaciones
aleatorias en la superficie del cartucho nCounter. Finalmente, los complejos

sonda/blanco se alinean e inmovilizan en el cartucho nCounter.

@ BE

Hibridar
ARN con

Separar Fijado de Sondas
sondasno Bl sondasen B sefial
hibridadas cartucho alineadas

Analisis
de imagen

sondas

ARN

W

A
Sondas captura

Sondas senalizadoras

Figura 16: Proceso de analisis con el método nCounter®
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Una vez completado el procesamiento de las muestras, los cartuchos se
colocan en el analizador digital nCounter® para la recogida de datos. Cada
molécula blanco de interés se identifica mediante el "cddigo de color" generado
por los seis puntos fluorescentes ordenados presentes en su sonda de
marcacion asociada. En ese momento se cuentan y tabulan las sondas de
marcacion de la superficie del cartucho correspondientes a cada molécula
blanco y se procesan con el algoritmo. Los datos obtenidos en base logaritmica
2, se transforman y normalizan utilizando los 5 genes de referencia (ACTB,
MRPL19, PSMC4, RPLPO y SF3A1l) con el objetivo de identificar y eliminar
variaciones sistematicas, desviaciones con respecto al ideal. De esta forma, se
pretende asegurar que las diferencias en el analisis posterior sean debidas
realmente a expresion génica diferencial y no a problemas técnicos.

Para este estudio, se ha realizado analisis de expresion de 60 genes (50
genes del PAM50, 5 genes adicionales y 5 genes de referencia para
normalizar) de las muestras parafinadas con suficiente tumor residual, de
pacientes que no alcanzaron una pCR.

e Los 50 genes de la firma PAM50 se usaron para clasificar en los cinco
tumores en subtipos intrinsecos de CM (luminal A, luminal B, HER2-
enriquecido, Basal y Normal).

e 5 genes adicionales que evaltuan:

= RA
= Respuesta Inmune (CD8A, PDL1, PD1y CD4)
Ademas se evalu6é el PAM50 de riesgo de recurrencia (ROR), como
variable continua categorizada segun los puntos de corte publicados

previamente del ROR-Sy del ROR-P (158) (159).
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3.3 Andlisis estadistico

El presente estudio es un analisis de una serie retrospectiva de casos
consecutivos. El célculo del tamafio muestral no esta basado en ningun test
estadistico, sino en el nUmero de pacientes consecutivos que cumplian los
criterios del estudio entre octubre de 1997 y Junio de 2009.

La descripcion de las variables categoéricas o dicotdmicas se ha realizado
con el calculo de las frecuencias absolutas y relativas con un intervalo de
confianza del 95%. Las variables continuas se describen mediante el calculo de
un valor central, media o mediana, rango de valores e intervalo de confianza
del 95% correspondiente.

Para el analisis de estimacion de supervivencia se ha utilizado el método de
Kaplan y Meier y el intervalo de confianza al 95% correspondiente.

Se analiz6 el valor pronostico de cada variable predefinida con respecto al
intervalo libre de recaida a distancia (ILRD). Para evaluar la asociacion
estadistica entre las diferentes variables categoéricas estudiadas y el ILRD, se
ha usado el método de Chi-cuadrado de Pearson o Log Rank (Mantel-Cox), en
un andlisis univariado.

Se utilizé el modelo de regresion de probabilidad proporcional multivariable
de regresion de Cox para evaluar la independencia de cada variable en
términos de tiempo a la progresion a distancia o ILRD.

El ILRD fue el tiempo transcurrido desde el tratamiento local definitivo, en
este caso la cirugia, hasta la aparicion del evento metastasis a distancia o la
muerte por cancer de mama o por toxicidad, censurando la muerte por otra
causa. Por tanto, para el analisis de ILRD realizado se consideraron los

siguientes eventos clinicos:
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e Recaida a distancia de la enfermedad neoplasica. La recaida a nivel
local o axilar de cancer de mama o la enfermedad neoplasica en
mama contralateral sin enfermedad a distancia no fueron
consideradas (5 casos).

e Fallecimiento de la paciente por causa del cancer de mama o del
tratamiento para el cancer.

La SG se calculé como el tiempo transcurrido desde la fecha de la cirugia
por cancer de mama hasta muerte por cualquier causa o fecha del ultimo
contacto en caso de pérdida de seguimiento.

La SECM se calcul6 como el tiempo transcurrido desde el inicio del
tratamiento hasta la fecha de muerte por cancer de mama. Los pacientes que
murieron por causas no relacionadas con el cancer de mama o su tratamiento
no se incluyeron para esta medicion.

El Intervalo libre de recaida (ILR): tiempo transcurrido desde la cirugia,
hasta la aparicion del evento recidiva de enfermedad local o recidiva de
enfermedad a distancia.

La Supervivencia Relativa por Cancer de Mama (SRCM) se usa como una
medida del aumento de riesgo de mortalidad en cohortes de pacientes
diagnosticadas de cancer, teniendo en cuenta la mortalidad general (muertes
por cualquier causa) de la poblacion de referencia. Se calcula mediante el
cociente entre la supervivencia absoluta observada y la supervivencia
esperada de la cohorte en funcion de la mortalidad de la poblacion general a la
que pertenecen. Llevamos a cabo el calculo de la SRCM de nuestra serie
mediante WebSurvCa (160)

Todo este analisis estadistico se realizO mediante el programa SPSS y
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codigo abierto R 2.15.1.
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3.4 Aspectos éticos

Se solicité y obtuvo la aprobacion del Comité Etico y de Investigacion
Clinica del HUB para llevar a cabo el estudio (anexo ).

La base de datos disefiada y obtenida estd anonimizada, cumple la
normativa legal vigente y ha sido explotada con la colaboracion de Xavier
Pérez estadistico de la Unidad de Investigacion Clinica del ICO.

Las horas de técnico de AP y el material fungible del proyecto se ha
financiado con fondos obtenidos de donaciones IDIBELL. El resto han sido
colaboraciones inestimables y no remuneradas por parte de investigadores del

ICO, HUB, IDIBELL y Hospital Clinic de Barcelona.
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4.1 Caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes y sus

tumores

Entre los afios 1997 y 2009 registramos 136 pacientes que habian sido
tratadas con HTN en el ICO-HUB. Tres pacientes (2,2) presentaron pCR,
cinco pacientes (3,6%) presentaban tumores multicéntricos o bilaterales y en
nueve casos (6,6%) el material patologico no fue viable para el presente
estudio, por lo que finalmente analizamos 119 pacientes postmenopausicas
con tumor residual tras HTN.

La mediana de edad era de 74 afos, con una media de 73,9 y un
rango de 63 a 88 afios. En la figura 17 estd representada la distribuciéon
porcentual de las pacientes segun la edad.

40

307

20

Frecuencia

10—

L

[63!65] [66!69] [70!74] [75!79] [80!84] [3'5.]
Edad_hormona_co

Figura 17: Distribucién porcentual de pacientes por fracciones de edad

El tamafio y valoracion clinico-radioldgica al diagndstico de los tumores de

estas 119 pacientes estan resumidos en la tabla 8.
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cT1 4 (3,4)
cT2 55 (46,2)
cT3 8 (6,7)
cT4 52 (43,7)
cNO 70 (58,8)
cN1 30 (25,2)
cN2 17 (14,3)
cN3 21,7

TABLA 8: Tamarfio Tumoral, Estado Ganglionar y Estadio al diagndstico.

En total eran 60 pacientes con estadio Ill, 58 estadio Il y un estadio | (figura

18)

ESTADIO CLINICO

50

40

30
20
= 5
0 0,8 - 1,6
I 1A I1B

[IIA I1IB I11C

Figura 18: Distribucién porcentual de los tumores por estadios

El tipo histolégico mas comun fue el carcinoma ductal infiltrante (84%)

seguido del lobulillar (9%). Ver tabla 9
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Ductal 100 (84)
Lobulillar 11 (9,2))
Mucinoso 2 (1,6)
Micropapilar 2(1.6)
Neuroendocrino 2 (1,6)
Otros 2 (1,6)

Tabla 9: Tipos Histolégicos

GRADO HISTOLOGICO AL DIAGNOSTICO

1
19,3

2
55,4

Figura 19: Grado Histoldgico por BAG diagndstica

El Grado histoldgico en la BAG o PAAF diagnéstica fue de grado 3 en

el 19,3% de los casos, grado 2 en el 55,4% y grado 1 en el 25,2% (figura 19);
mientras que en la pieza quirtrgica fue grado 3 en el 25,2%, grado 2 en el
54,6% y grado 1 en el 20,2% (figura 20), revelando un leve aumento no

significativo en el grado histolégico entre la biopsia inicial a la de la pieza

quirdrgica practicada después de la HTN (tabla 10).
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GRADO HISTOLOGICO TRAS HTN

1
20%

2
55%

Figura 21: Grado histoldgico en la pieza de tumor tras HTN

Grado 1 30 (25,2) 24 (20,2)
Grado 2 66 (55,4) 65 (54,6)
Grado 3 23 (19,3) 30 (25,2)

Tabla 10: Grado histoldgico

En cuanto al estado de los receptores hormonales en la BAG o PAAF
diagndstica: 2 casos eran RE (-) y RP + (1,7%); 17 presentaban RE +y RP (-)

(15%) y en 91 casos ambos receptores eran positivos (82,7%) (Figura 21)
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Figura 21: Distribucién en % de los tumores segtin estado de RE y RP al diagnéstico

El 93% de las pacientes presentaban expresion de RE en = 80% de las

células tumorales (figura 22)

100
90-99
80-89

70
60
50

30

0 10 20 30 40 50 60 70

%

Figura 22: Distribucion en % de expresion de RE

En cuanto a los RP la distribucion de la intensidad era mucho menos
homogénea: un 50% de los casos expresaban RP en < del 50% de las células

tumorales y en un 14,5% eran negativos. (Figura 23)
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Figura 23: Distribucién en porcentaje por nivel de expresién de RP

Solo tres casos (2,5%) presentan sobreexpresion +++ de HER2, ninguno
de los ocho casos con expresion HER2 ++ mostraron amplificacion en el FISH.
El Ki67 mediano al diagnéstico fue de 10 (1-80). La distribucion

porcentual queda reflejada en la figura 24.
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Figura 24: Distribucién porcentual del Ki67 basal por tramos
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Atendiendo a la presencia de uno de los siguientes criterios: GH 3, RP <
a 20% o Ki67 < 20 en la BAG diagnéstica los tumores podrian haber sido
clasificados como 69% Luminal A-like; 23% como Luminal B-like y 8% como no

clasificables.
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4.2 Tipo y duracion de HTN

En la tabla 11 y figura 25 se recogen el tipo de HTN prescrita. El 64% de

las pacientes fueron tratadas con IA'y el 36% con un SERM.

50 43,7

40

30

20,2
20
10 3,2
0
Letrozol Toremifeno Exemestano Tamoxifeno
W Letrozol ™ Toremifeno ® Exemestano ™ Tamoxifeno
Figura 25: Tipo de HTN administrado

Toremifeno 39 (32,8)
Tamoxifeno 4 (3,2)
Letrozol 52 (43,7)
Exemestano 24 (20,2)

Tabla 11: Tipo de Hormonoterapia Neoadyuvante prescrita

La duracion mediana de la HTN fue de 8.5 meses, media de 10,87 (4-34).
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4.3 Respuesta clinica al tratamiento primario

La TR valorada mediante calibrador fue de 58%, estabilizacion 37% y
progresion en el 4%. La TR radioldgica fue del 52% con estabilizacion en el

31% y progresion en el 3,5%. (Tabla 12)

Completa 4(3,4) Completa 2(1,7)
Parcial 65 (54,6) Parcial 60 (50,4)
E.Estable 43 (36,1) E.Estable 41 (31,1)
Progresion 5(4,2) Progresion 4(3,4)
Desconocido 21,7 Desconocido 4(3,4)

Tabla 12: Valoracién de la respuesta clinica y radiolégica segtin criterios de la OMS
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4.4 Tipo de cirugia

En 88 (73%) casos se practic6 CCM (85 tumorectomia y 3

cuadrantectomias) y en 31 (27%) casos se practic6 una mastectomia (figura

26).

TIPO DE CIRUGIA

Mastectomia
27%

Tumorectomia _/

73%

Figura 26: Tipo de cirugia practicada en la mama

En cuanto a la cirugia sobre la axila se practicaron 84 linfadenectomias
(70,6%) 7 biopsias selectivas de ganglio centinela (6%) y en 28 casos cNO, no

se practico ningun tipo de cirugia axilar (23,4%). (Tabla 13)

Tipo de cirugia en axila:

Linfadenectomia 84 (70,6)
Ganglio Centinela 7 (59)
Ninguna 28 (23,5)

Tabla 13: Tipo de cirugia practicada en la axila
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4.5 Valoracion patoldégica después de HTN y cirugia

En la tabla 14 se recoge la distribuciébn numérica y porcentual del ypT

del ypN.

ypT1 43 (36,1)
ypT2 64 (53,8)
ypT3 7 (5,9)

ypT4 5(4,2)

ypNX 28 (23,5)
ypNO 34 (28,6)
ypN1 27 (22,7)
ypN2 16 (13,4)
ypN3 14 (11,8)

Tabla 14: Distribucién de la valoracién patoldgica tras HTN (ypTN) numérica y porcentual

La tabla 15 recoge la estadificacion segun ypTNM. En comparacion con
la estadificacion cTNM previa a la HTN, destaca la disminucién de estadios Ill
gque pasan a ser de un 60% a un 31% y el aumento de estadios | que pasan del

0,8% al 21%.

Estadio post HTN n (%)
Estadio IA 25 (20,9)
Estadio 1A 44 (37)
Estadio IIB 15 (12,6)
Estadio [11A 17 (14,3)
Estadio IIIB 6 (5)
Estadio IlIC 14 (11,7)

Tabla 15: Estadio segiin ypTNM

El patologo reporto ILV en 18 casos (15%) y afectacion focal de los

margenes quirdrgicos en 13 casos (11%). Tabla 16
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Otros Factores AP n (%)
Invasién Linfovascular: Si 18 (15,1)
Invasion Linfovascular: No 98 (82,4)
Invasion Linfovascular: Desconocido 3(2,5)
Margenes quirdrgicos: Libres (>2mm) 103 (86,6)
Margenes: Afectado (< 1mm) 13 (10,9)
Margenes: 1-2mm 2(,7)
Margenes: Desconocido 1(0,8)

Tabla 16: Otros Factores Anatomo-patolégicos

Después de la HTN, 3 tumores seguian presentando sobreexpresion +++ de

HER 2 (2,5%).

La mediana de fibrosis valorada por las patélogas fue del 20%, media de

26,2% (0-98%). La distribucién porcentual queda reflejada en la figura 27

%
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Figura 27: Distribucién porcentual de la fibrosis postquirtrgica por tramos

Por medio de un TMA, se analizaron los RE, RP y Ki-67 en la pieza

quirdrgica y comparamos estos resultados con los de la biopsia basal.
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Figura 28: Tincion de RE en TMA
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Figura 29: % de RE positivos en muestras pre y post HTN
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Figura 30: %RP positivos en muestras pre y post HTN
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Figura 31: % Ki67 en muestras prey post HTN

El andlisis de RP y de Ki-67 pre y post HTN mostré un descenso
estadisticamente significativo tras HTN. En cambio, no hubo diferencias en el

nivel de positividad de los RE pre y post HTN (figuras 29 a 31).
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El PEPI score de nuestra serie queda reflejado en la tabla 17.

PEPI N %
0 50 42
1-2 2 1,7
3 44 37
4-6 21 17,6
>6 2 1,7
Total 119 100

Tabla 17: Resultado PEPI score de la serie
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4.6 Tratamiento postquirurgico (adyuvante).

Todas las pacientes con cirugia conservadora (84 casos) recibieron RTP
sobre la glandula mamaria y todos los casos pT3, pT4 o pN2-3 (42 casos)
recibieron RTP sobre pared y cadenas ganglionares. Unicamente 28 pacientes
(23,5%) no recibieron RTP. Recibieron tratamiento hormonal adyuvante 113
casos (95%) durante una mediana de 52 meses (11-105). Solo 7 pacientes

(5,8%) recibieron QT adyuvante. (Tabla 18)

Tratamiento Adyuvante N %
Letrozol 52 43,7
Exemestano 23 19,3
Toremifeno 31 26
Tamoxifeno 7 59
Quimioterapia 7 5,9

Tabla 18: Tratamiento sistémico adyuvante administrados
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4.7 Analisis de Supervivencia

Con un seguimiento medio de 112 meses tras la cirugia (9,3 afios), 31
pacientes presentaron recaida, 26 de ellas a distancia (en dos de ellas,
ademas hubo recaida loco-regional), 3 pacientes presentaron solo una recaida
local y 2 casos recaida ganglionar. Por tanto, solo el 21,8% de las pacientes
desarrollaron recaida a distancia 'y el 74% de las pacientes estaban libres de
recaida a 10 afios. (figura 32). No se alcanz6 la mediana del ILRD ni de ILR.
La media del ILR desde el momento de la cirugia fue 180 meses (IC 95%: 162-

197,6) y la media del ILRD fue de 189,25 meses (IC 95%: 172,35-206,15)
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Figura 32:Curva del Intervalo Libre de Recaida a Distancia en meses

Se observaron 73 muertes: 49 (41,2%) sin cancer y 24 (20,2%) por

cancer (tabla 19).
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Estado en el ultimo control, n (%)
Muerta por cancer 24 (20.2%)
Muerta por otra causa 49 (41.2%)
Perdida de seguimiento 7 (5.9%)
VCE 1(0.8%)
VSE 38 (31.9%)

Tabla 19: Estado de la paciente en tiltimo control

La SG media desde el momento de la cirugia fue de 127 meses (IC 95%

101-152) es decir 10,6 afios, la media fue de 111,7 meses. (figura 33)
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Figura 33: Supervivencia Global en meses

Hay que tener en cuenta que, en el momento de la cirugia, la edad mediana
era de 74 afos, por lo que también hemos calculado la SECM (figura 34) y la

SRCM a 5 afos global (figura 35) y por estadios (figura 36).
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Figura 34: Curvas de Supervivencia especifica por Cancer de mama

La SG observada a los 5 afios fue del 78,7% (71,6-86,5) y la SRCM fue de

91% (82,4-100,53)
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Figura 35: Curvas de Supervivencia observada y relativa
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Para el estadio Il, la SG observada a los 5 afios fue del 83,1% (74,0-93,2) y
la SRCM de 94,8% (84,2-106,77). Para el estadio lll, la SG observada a los 5

afos, fue del 74,2% (63,8-86,4) y la SRCM fue de 85,8% (73,0-100,77).
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Figura 36: Curvas de Supervivencia observada y relativa segtin estadio tumoral.

118



4.8 Andlisis univariante de Factores de Prondstico clinicos vy
bioldgicos determinados por IHQ.
Se utilizé el método de Chi-cuadrado de Pearson o Log Rank (Mantel-
Cox) test para llevar a cabo un analisis univariante de la asociacion estadistica
entre ILRD vy las siguientes variables al diagndstico: edad, estadio, tamafio
clinico, estado de la axila, GH, RE, RP, Ki-67. Entre ILRD y las siguientes
variables después de la HTP: respuesta, progresion, tipo de cirugia, el
estado patoldgico de la axila, ILV, GH, RE en el tumor residual, RP en el tumor
residual, RA, Ki-67 en el tumor residual, diferencias entre Ki-67 basal y post
HTN, PEPI score, CD1, pRB, pl6 negativa, p53 mutada, BCL-2, pS6 en
citoplasma de la célula tumoral y en el de la célula estromal, SOX 9, VAV3,
sinaptofisina y CD44.
Se observo que las variables con significacion estadistica de peor ILRD
fueron: Estadio Clinico Il con HR 2,29 (IC95%: 1,02-5,13) p=0,03; GH 3 al
diagnostico con HR 2,65 (IC95%: 1,22-5,8) p= 0,012; cN1-2 con HR 2,66
(1C95%: 1,21-5,86) p= 0,012; RP al diagnostico < 50% con HR 2,49 (1C95%:
1,1-5,62) p= 0,024; Mastectomia vs cirugia conservadora con HR 19,9
(1C95%: 3,86-103,1) p < 0,001; RE en el tumor residual < 50% con HR 2,99
(IC95%: 1,12-8,01) p=0,025; ypN1-2 con HR 3,4 (IC95%: 1,43-8,09; p= 0,003);
ILV con HR 2,75 (IC95%: 1,19-6,36) p= 0,014); GH 3 en el tumor residual tras
HTN con HR 2,65 (1C95%: 1,22-5,8) p= 0,014); PEPI score 23 con HR 3,69
(1IC95%: 1,26-10,78) p= 0,004; 16 negativa en el nucleo con HR 4,73 (IC95%:
1,42-15,75) p= 0,005; p53 mutada con HR 2,88 (IC95%: 1,12-7,37) p= 0,026);
BCL-2 < 50% en el tumor residual con HR 2,79 (IC95%: 1,24-6,25) p= 0,05;

pS6 negativo en citoplasma de la célula tumoral con HR 2,61 (IC95%: 1,19-
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5,75) p=0,013 y pS6 < 25% en el citoplasma de la célula estromal con HR=

2,61 (1C95%: 2,61-5,75) p= 0,05). Ver figuras 37-51 y tabla 20
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Figura 38: Curvas de ILRD comparando cirugia conservadora vs mastectomia
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Figura 39: Curvas de ILRD por GH
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Figuara 40: Curvas de ILRD comparando GH 1-2 vs GH 3
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Figura 41: Curvas de ILRD segtin estado ganglionar al diagndstico
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Figura 42: Supervivencia comparada segtin % de células RP positivo al diagndstico

122



1,0
RE 250

0,8
S
=1
3]
T 0,6
.8
(8]
c
S
S RE <50
L 0,4+
Q —
o
>
7}

0.2

p=0,022
0,01
1 1 I I I 1
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Time_to_distance_recur_meses

Figura 43: Curvas de ILRD seguin % de células RE positivas en la pieza quirtrgica
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Figura 44: Curvas de ILRD segtin ypN
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Figura 45: Curvas de ILRD en funcion de la presencia o no de ILV
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Figura 46: Curvas de ILRD por PEPI score
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Figura 47: Curvas de ILRD en funcién de status p16 nuclear
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Figura 49: Curvas de ILRD en funcién del status BCL-2
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Figura 50: Curvas de ILRD en funcién de pS6 tumoral
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Figura 51: Curvas de ILRD en funcién de pS6 estromal

No mostraron una asociacion estadistica significativa de tener un mayor
riesgo de recaida a distancia las siguientes variables: edad, tamafio tumoral
(aunque cT4 vs cT1-T3 mostré tendencia, p= 0,054) (figura 52); Ki-67 en el
diagnéstico = 25%, Ki67 = 5%, Ki-67 = 3%, aunque Ki-67 basal 215 mostré una
tendencia a la significaciéon (p= 0,059) (figura 53) RP < o =2 20% ni en el
diagndéstico ni en el tumor residual; Tipo de HTN (SERM vs IA); Respuesta
clinica por calibrador; Respuesta radiologica; Progresion vs RO + enfermedad
estable. En la pieza de tumor residual tampoco mostraron significacion
estadistica de peor ILRD: HER2 positivo (figura 54), aunque solo 3 casos
presentaban HER2 sobre-expresado; Ki-67 aumentado en la pieza tumoral con
respecto al Ki-67 basal con HR 2,73 (IC95%: 0,88-8,47) p= 0,059 (figura 55);

RP en el tumor residual < 50% (p = 0,066) (figura 56); intensidad de pS6 en la
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célula del estroma 0 vs 1-3+ (p= 0,051); VAV3 ni evaluado en intensidad 0-1+
vs 2-3+ (p=0,07) (figura 57) ni en porcentaje de células; % de fibrosis en el
tumor (analizada con cortes en > 20% y en > 50%); CD1 en el nucleo; pRB (ni
en % ni en intensidad); p16 en el citoplasma de célula tumoral, p16 en célula
del estroma; CD44 en la membrana de las células tumorales; RA en nucleo de
células tumorales; Sinaptofisina en el citoplasma de las células tumorales ni
SOX9 valorada en intensidad y porcentaje, tanto en el nucleo como en el

citoplasma celular.
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Figura 52: Curvas de ILRD comparadas entre cT4 vs cT1-3

Ki67 <15

o
@
1

Ki67 2 15

=
@
1

Supervivencia acum
'Y
1

=
(¥}
1

p=0,059

0.0

T T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
Time_to_distance_recur_meses

128



Figura 53: Curvas de ILRD en funcion del Ki-67 basal
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Figura 54: Curvas de ILRD en funcién de amplificacién de HERZ en el tumor residual
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Figura 55: Curvas de ILRD en funcién del % de positividad del RP en la pieza

quirirgica
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Figura 56: Curvas de ILRD en funcién si Ki-67 descendié o no tras HTN
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Figura 57: Curvas de ILRD en funcién de VAV-3 leve vs moderado y alto
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Variable N Valor N Eventos (%) | P HR IC95%

cN 119 0 vs 70 |11 (15,7) 0,012 | 2,66 | 1,21-5,86
N1-2 49 | 16 (32,6)

cT 119 1-3 67 |11 (16,4) 0,054
vs 4 52 | 15(28,8)

Estadio 119 Il'vs 59 |9(15,2) 0,03 |2,29 |1,02-5,13
Il 60 |17 (28,3)

Ki67 inicial 79 <15vs |47 |6(12,7) 0,059
215 32 110(31,2)

Grado 119 1lvs 24 11(4,2) 0,011 | 2,65 | 1,22-5,8

histoldgico 2vs 65 |4(6,1)

Inicial 3 30 | 11(36,6)

RP iniciales 111 <50vs |47 |16 (34) 0,04 |2,42 |1,1-562
>50% 64 |9 (14)

CirugiaMama | 116 Conser | 82 | 12 (14,6) 0,001 | 19,9 | 3.86-103
Mastec | 34 | 14 (41,1)

ypN 119 ypNO 62 | 7(11,3) 0,024 | 3,4 |1,43-8,09
ypN1-3 | 57 | 19 (33,3)

ILV post HTN 116 Si  vs |18 |8 (44,4) 0,014 | 2,75 | 1,19-6,36
No 98 |18 (18,3)

Grado Histo. 118 G1,2 89 |12 (13,4) 0,014 | 2,65 | 1,22-5,8

Post HTN vs G3 29 11 (38)

RE post HTN 119 <50vs |13 |5(38,4) 0,022 | 2,99 | 1,12-8,01
>50% 106 | 21 (19,8)

RP post HTN 115 <50vs |83 |22(26,5) 0,066
250% 32 13(9,3)

Ki67 postHTN | 79 Sube 10 | 4 (40) 0,059

vs Ki67 preHTN Baja 69 12 (17,4)

PEPI score 101 Ovs 38 | 3(7,9) 0,018 | 3,69 | 1,26-10,8
>3 62 |19 (30,6)

p16 nucleo 110 (-) vs 72 | 23 (32) 0,005 | 4,73 | 1,4-15,7
(+) 38 13(7,9

p53 112 (-) vs 98 |19 (16,3) 0,026 | 2,88 | 1,12-7,37
(+) 14 16 (42,8)

BCL-2 113 <25vs |39 |15(38,4) 0,009 | 2,79 | 1,24-6,25
225% 74 111 (14,8)

pS6 estroma 113 <25 vs |69 |19 (27,5) 0,041 | 2,61 | 1,19-5,75
225 44 |6 (13,6)

pS6 nacleo 106 (-) vs 37 | 11 (29,7) 0,051

tumoral (+) 69 |11 (15,9

pS6 citoplasma | 106 (-) vs 81 | 17 (21) 0,013 | 2,44 | 1,02-5,84

tumoral (+) 25 | 5(20)

VAV-3 115 1+ vs 24 | 3(13,5) 0,07
2y3+ |91 | 23(25,3)

R Androgeno | 103 <-2vs |55 |19 (34,5) 0,007 | 3,72 | 1,27-11

por nCounter >-2 48 4 (8,3)

ROR-S 103 Bajovs |66 | 10 (15,2) 0,021 | 2.7 |1,16-6,25
Medio |31 |12(35,1)

CD8A 103 <-35 38 |12(31,5) 0,086
=-3,5 65 |11 (16,9

Tabla 20: Variables analizadas como factor prondstico de recaida metastdsica con
significacion o tendencia (< 0,07) a la significacion estadistica.
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Las variables estudiadas que no mostraron ni siquiera tendencia en el analisis
univariado estan resumidas en la tabla 21.

Variable Casos en cada HR (IC95%) P
grupo
Tipo de HTN
ALISERM 76/43 0,98 (0,4-2,37) 0,96
Respuesta Clinica 48/69 0,49 (0,19-1,26) 0,14
(no vs si)
Resp. Radiolégi
esp. Radiologica 45/62 0,21(0,03-1,58) 0,13
(no vs si)
Fibrosis 66/52 1,3 (0,55-3,05) 0,56
(<20% vs 220%) 2 L5972, ’
RP post NET
(<20% vs 520%) 68/46 0,67 (0,273-1,645) | 0,37
RP bajan tras HTN
ja 113/6 0,66 (0,27-1,65) 0,37
(no vs si)
RA post NET (+ vs -) 26/83 1,791 (0,527-6,084) | 0,34
Ki67 post NET (< 5%
73/4 1,4 (0,618-3,1 41
v 2 5%) 3/45 4(0,618-3,198) | 0,
HER2 (3+ vs 0-1-2) 3/116 0,967 (0,431 -1,567) | 0,29
CD1
< 25% ve 3 25% 49/60 1,349 (0,564-3,223) | 0,43
pRB
£10% vs 2 10%) 98/16 0,913 (0,277-3,146) | 0,4
CD44
0. 1+ vs 2+.34) 76/34 0,85 (0,332-2,174) | 0,96
Sinaptofisina (+ 0 -) 15/96 0,886 (0,263-2,986) | 0,76
SOX9 Citoplasma
01+ vs 2431 47/66 0,767 (0,331-1,777) | 0,15

Tabla 21: Variables analizadas sin significacién estadistica ni tendencia (p > 0,07) s como
factor prondstico de recaida metastdsica con significacién o tendencia a la significacion.
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4.9 Resultados del andlisis génico por ncounter®

En el laboratorio traslacional del IDIBAPS, se extrajo el ARN de las
células tumorales de las muestras de tumor extirpado tras HTN y archivado en
parafina. Se obtuvo material viable en 103 de los 119 casos (86,9%) y se
analizé la expresion de un panel de 55 genes relacionados con el cancer de
mama, incluyendo los de la plataforma PAM50, para realizar una clasificacion
por subtipos, una puntuacion predefinida del riesgo de recurrencia (ROR) sin
genes de proliferacion (ROR-S) y una ROR predefinida incluyendo 11 genes de
proliferacion celular (ROR-P), ademas de secuenciacion de genes relacionados
con RA, con RE, con HER y de genes de inmunidad (CD8A, CD4, PDL1 and
PD1). Se realizd, primero un analisis univariable y después un analisis
multivariable por el modelo de Cox para demostrar la asociaciéon de cada
variable con el ILRD. (Anexo IlIl) (161).

La clasificacion por subtipos moleculares por PAM50 de los tumores

después de HTN se puede ver en la tabla 22.

Subtipo molecular N %

Luminal A 59 49,6
Luminal B 1 0,8
Normal 25 21

HER2 enriquecido 17 14,3
Basal 1 0,8
Total 103 100

Tabla 22: Clasificacion por subtipos segtin PAM50
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No se evidenciaron diferencias significativas entre subtipos moleculares
por PAM50 e ILRD, aunque hay que considerar que, tras HTN, solo un caso
era Luminal B y que, al ser los tumores basales motivo de exclusion de la HTN,

solo un caso era de tipo basal en el tumor residual (figura 58).
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Figura 58: ILMD en funcion de subtipo histologico por PAM50

Al analizar el porcentaje de celularidad tumoral por subtipos, observamos
que existia una significativa menor tasa de celularidad tumoral en las muestras
del subtipo Normal con respecto a los subtipos Luminal A (p < 0,001) y HER2

enriquecido (p =0,045), ver figura 59 y tabla 23.
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Figura 58: Porcentaje de celularidad tumoral por muestra seleccionada para PAM50

Subtipo N Mediana
Luminal A 59 70 (15-90)
Normal 25 40 (10-80)
HER2 enriquecido 17 80 (50-90)

Tabla 23: % de células tumorales en la muestra por subtipo

El analisis de ROR-S clasific6 a 66 casos (64%) como de bajo riesgo (<
40), 31 casos (30%) de riesgo intermedio (41-60) y solo 6 casos (5,8%) como
alto riesgo (>60) (Tabla 24). Esta clasificacion mostré diferencias
estadisticamente significativas con mejor prondstico para los tumores de bajo
riesgo con respecto a los de riesgo intermedio con una HR de 0,39 (IC95%:
0,17-0,91) p= 0.001; No mostro peor ILRD para los 6 tumores de alto riesgo

(figura 60).
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Figura 60: Curvas de ILRD en funcién de la puntuaciéon ROR

Después de ajustar con o sin el subtipo tumoral Normal, ROR-S continu6

mostrando significacion estadistica (Figura 61).
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Figura 61: Curvas ILRD por ROR-S excluyendo subtipo Normal
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El resultado del andlisis ROR-P clasifico como de riesgo bajo a 52 casos
(50,48%), riesgo medio a 44 (42,71%) y riesgo alto a 7 casos (6,8%) (Tabla 22). En
nuestra serie ROR-P no mostré diferencias estadisticamente significativas con

respecto a ILRD. (Figura 62)

Puntuacion ROR-S ROR-S

n de casos (%) n de casos (%)
Baja < 40 66 (64%) 52 (50,5)
Intermedia 40-60 31 (30%) 44 (42,7)
Alta >60 6 (5,8%) 7 (6,8%)

Tabla 24: numero de casos por ROR-S y ROR-P
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Figura 61: Curvas de ILRD en funcién de nivel ROR con genes de proliferacién

También se analiz6 mediante técnica de ncounter® la expresion del gen
del RA y de genes relacionados con la inmunidad como el ligando 1 de la
muerte programada (PDL1), la proteina 1 de la muerte celular programada
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(PD1), el cumulo de diferenciacion 4 (CD4) que es una molécula que se
expresa en la superficie de algunas células T y el antigeno CD8A que es una
glicoproteina que se encuentra en la superficie de la mayoria de linfocitos T
citotoxicos, que media interacciones eficientes de las células del sistema
inmunologico. Solo una expresion muy baja (< -2) del gen del RA mostré un
mayor riesgo con significacion estadistica de peor ILRD en el analisis

univariable con HR 3,72 (1C95% 1,27-10,96) (figura 63)
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Figura 63: Curvas de ILRD en funcion de la expresion RA por ncounter

Después de ajustar sin subtipo tumoral Normal, la expresion de RA

continué mostrando significacion estadistica.

La expresion de CD8A mostro una tendencia, no significativa (p=0,062),

a peor ILRD si el CD8A era < de -4 (Figura 64)
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Figura 63: Curvas de ILRD en funcién de la expresion de CD8A
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4.10 Analisis multivariable de factores del prondstico

En primer lugar, hicimos un analisis de todos los factores clinicos y
patolégicos (valorados mediante tincion de H&E o por IHQ) y que habian
mostrado significacion estadistica en el analisis univariado: GH, cN, estadio
clinico, RP basal, tipo de cirugia en la mama, ypN, ILV, RE post HTN, pl16 en
nacleo, p53, BCL2, pS6 en célula tumoral y pS6 en estroma (tabla 20). Se
observé que el modelo mostraba significacion como factores relacionados con
peor ILRD en 3 variables que eran:

1° p53 mutada HR 7,08 (IC 95%: 2,29-21,88)

2° Mastectomia: HRI 2,71 (IC 95%: 1,12-6,63)

3° Estadio Ill: HR 2,67 (IC 95%: 1-7,13)

Después llevamos a cabo otro analisis multivariado con solo las
variables de IHQ, sin las variables clinicas (estadio, tipo de cirugia, ypN) ni el
GH. Encontramos como variables significativas de peor ILRD 3 variables:

1° p53 mutada HR 2,74 (IC 95%: 1,06-7,34)

2° p16 negativa en el ndcleo: HR 4,38 (1C95%: 1,01-18,92)

3°BCL2 <50% HR 2,86 (IC 95%: 1,22-6,74)

Posteriormente se efectud un analisis multivariable con las variables IHQ
afnadiendo PEPI score y las determinaciones del anélisis génico mediante
técnica de ncounter®, que habian mostrado significacion en el analisis
univariante (ROR-S y RA). El model6 mostro significacién en 4 variables:

1° p53 mutada HR 3,86 (IC 95%: 1,19-12,51)
2° pSé6 (-) en citoplasma de célula tumoral HR 4,92 (IC 95%: 1,86-13,03)

3°RA > -2 HR 5,34 (IC 95%: 1,59-17,89)
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4° ROR-S intermedio HR 3,21 (IC 95%: 1,15-9,01)

Por ultimo, llevamos a cabo un analisis multivariable con las variables de
IHQ mas ROR-S y RA secuenciado por ncounter® y sin el PEPI score,
guedando entonces otras cuatro variables significativas independientes:

1° Grado Histoldgico 3 HR 2,66 (IC 95%: 1,03-2,85)

2° pS6 (-) en citoplasma de célula tumoral HR 6,83 (IC 95%: 2,46-18,98)

3° RA HR 4,33 (IC 95%: 1,42-13,22)

4° ROR-S HR 3,66 (IC 95%: 1,39-9,69)

Como se puede apreciar en los diversos analisis multivariable realizados,
algunas variables mantenian o perdian significacion, por lo que se intentd
analizar la posible correlacion entre algunas de ellas mediante prueba de Chi-
cuadrado de Pearson:

Se observdé que p53 mutada correlaciona con ROR-S de riesgo

intermedio o alto (p = 0,019) (tabla 25).

P53 co
Negativo Positivo Total
ROR.S.Group. Low Recuento 60 3 63
-Subtype.Only. % de ROR.S.Group..
Subtype.Only. 95,2% 4.8% 100,0%
Medium Recuento 24 6 30
% de ROR.S.Group..
Subtype.Only. 80,0% 20,0% 100,0%
High Recuento 4 2 6
% de ROR.S.Group..
Subtype.Only. 66,7% 33,3% 100,0%
Total Recuento 88 11 99
% de ROR.S.Group..
Subtype.Only. 88,9% 11,1% 100,0%

Tabla 25: Tabla de contingencia entre ROR-S yp53 mutada
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p53 y BCL-2 también mostraron una correlacion estadisticamente

significativa (p= 0,017) (tabla 26)

Tabla de contingencia BCL2_co50 * P53_co

P53 co
. _ Negativo Positivo Total

BCL2_co50 <=50 Recuento 37 10 47
% de BCL2_co050 78,7% 21,3% 100,0%

> 50 Recuento 61 4 65

% de BCL2_co50 93,8% 6,2% 100,0%

Total Recuento 98 14 112
% de BCL2_co50 87.,5% 12,5% 100,0%

Tabla 26: Tabla de contingencia entre p53 y BCL2

En cambio, no se detectd correlacion entre p53 y pl6 (p= 1) como se

puede observar en la tabla 27

Tabla de contingencia P53_co * PI6TMNUC_co

P16TMNUC co
_ _ Negativo Positivo Total

P53_co Negativo Recuento 62 33 95
% de P53_co 65,3% 34, 7% 100,0%

Positivo Recuento 9 5 14

% de P53_co 64,3% 35,7% 100,0%

Total Recuento 71 38 109
% de P53_co 65,1% 34,9% 100,0%

Tabla 27: Contingencia entre p53y p16 en niicleo célula tumoral
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pl6 y ROR-S no mostraron correlacion (p=0,697), tampoco p16 con pS6,

(p= 0,28), pero si encontramos asociacion entre pl6 negativo y RA < de -2

(p=0,029) ver tabla 28

P16TMNUC co
Negativo Positivo Total

AR co2 <-2 Recuento 40 12 52
% de AR_co2 76,9% 23,1% 100,0%

% de P16TMNUC_co 62,5% 38,7% 54 7%

>=-2 Recuento 24 19 43

% de AR _co2 55,8% 44 2% 100,0%

% de P16TMNUC_co 37.5% 61,3% 45,3%

Total Recuento 64 31 95
% de AR_co2 67,4% 32,6% 100,0%

% de P16TMNUC_co 100,0% 100,0% 100,0%

Tabla 28: Contingencia RA y p16 en nticleo célula tumoral

ROR, ademas de con p53, mostro correlacion estadisticamente significativa

con BCL-2 (p= 0,004) (Tabla 29) y con GH (p<0,0001) (Tabla 29)

Tabla de contingencia BCL2_co050 * ROR.P.Group..Subtype...Proliferation.

ROR.P.Group..Subtype..

.Proliferation.

Low Medium High Total
BCL2_co50 <=50 Recuento 14 22 6 42
% de BCL2_co50 33,3% 52,4% 14,3% 100,0%
> 50 Recuento 35 20 1 56
% de BCL2_co50 62,5% 35,7% 1,8% 100,0%
Total Recuento 49 42 7 98
% de BCL2_co50 50,0% 42.9% 7.1% 100,0%

Tabla 29: Contingencia entre BCLZ2 y ROR-S
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Tabla de contingencia Grado_post_co1 * ROR.P.Group..Subtype...Proliferation.

ROR.P.Group..Subtype...Proliferation.

Low Medium High Total
Grado_ G1+ G2 Recuento 44 30 1 75
post_co % de Grado_post_co1 58,7% 40,0% 1,3% 100,0%
G3 Recuento 8 14 6 28
% de Grado_post_co1 28,6% 50,0% 21,4% 100,0%
Total Recuento 52 44 7 103
% de Grado_post_co1 50,5% 42 7% 6,8% 100,0%

Tabla 30: Contingencia entre GH y ROR

BCL-2 mostré correlacion, ademas de con ROR, con GH (p= 0,001) (tabla

31) pero no hubo correlacion entre BCL-2 y RA (p=0,17)

Tabla de contingencia BCL2_co50 * Grado_post_co1

Grado_post_co1
| _ G1+ G2 G3 Total

BCL2_co50 <=50 Recuento 27 20 47
% de BCL2_co50 57 4% 42,6% 100,0%

> 50 Recuento 56 10 66

% de BCL2_co50 84 8% 15,2% 100,0%

Total Recuento 83 30 113
% de BCL2_co50 73,5% 26,5% 100,0%

Tabla 31: Contingencia entre GH y BCL2

145




146



5. DISCUSION:
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En esta serie de 119 pacientes postmenopausicas con cancer de mama
RE-positivo tratadas de forma homogénea, confirmamos que el tratamiento
con HTN es seguro y altamente efectivo puesto que, incluso después de
excluir el 2,2% de pacientes que alcanzaron una pRC, 93 pacientes (78%)
no presentaron recaida a distancia tras un seguimiento medio de casi 10
afios. Ademas, este tratamiento es eficiente, al no incrementar el gasto
sanitario porque: 1) el mismo tratamiento hormonal hubiera estado indicado
en forma adyuvante, 2) no ha habido toxicidad severa por HTN y 3) se ha
evitado la QT en muchos casos de cancer de mama estadio Ill. De esta
forma, se ha ahorrado consumo de recursos sanitarios y evitado la aparicion
de los efectos secundarios que la QT comporta.

La edad media de las pacientes incluidas es alta (74 afios) y mas de
15% de las pacientes tenian 80 o mas afios de edad en el momento del
diagnéstico, por lo que muchas pacientes presentaban comorbilidad vy
contraindicacion a tratamientos muy agresivos. La edad avanzada justifica
en parte, que en mas del 65% de los casos, la causa de muerte no fuese
debida al cancer de mama. Este aspecto ya fue observado en un estudio
con 6186 pacientes postmenopausicas con cancer de mama incluidas en el
ensayo ATAC y que fueron aleatorizadas a un tipo u otro de tratamiento
hormonal adyuvante. En este estudio las pacientes = 70 afos de edad,
tuvieron mayor riesgo de recaida que las de edad < 70 (HR 1,21; 1C95%:
1,08-1,37). Pero a su vez, también presentaban mayor riesgo de morir sin
recaida de cancer de mama (HR 4,13; IC95%: 3,53-4,83). El estudio también
demostré que el riesgo de morir sin cancer aumentaba con la comorbilidad

(162). Pero ademas de la elevada edad media de nuestra serie, el 50% de
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las pacientes presentaba un carcinoma de mama estadio lll, por lo que la
supervivencia observada del 78,7% a los 10 afos, se ha de considerar como
un excelente resultado. De hecho, la SRCM fue del 91%. La SRCM es una
medida del exceso de riesgo de mortalidad por cancer con respecto a una
cohorte de pacientes de su misma area y con sus mismas caracteristicas,
pero sin diagnostico de cancer. Se calcula mediante el cociente entre la
supervivencia observada en la serie y la supervivencia esperada de la
cohorte en funcion de la mortalidad de la poblaciébn general a la que
pertenecen En nuestro caso fue escogida de las tablas de la poblacion
espafiola en el afio 2014 y reportadas por la Human Mortality Database
(163). Asi que parece que, en general, las pacientes incluidas en nuestro
estudio no tuvieron una expectativa de vida inferior a la esperable para su
edad.

El hecho de que la esperanza de vida de la poblacion de nuestro medio
esté aumentando de forma constante, hace que sea muy importante llevar a
cabo estudios sobre esta grupo de poblacibn afiosa. Sabemos que
actualmente, mas 30% de los nuevos canceres de mama son
diagnosticados en mujeres mayores de 70 afios (2).

Nuestro estudio confirma los resultados de los primeros estudios
aleatorizados que mostraron que la SG de estas pacientes no empeora
usando TAM como HTN (64-69). El hecho de que la causa de muerte por
cancer de nuestra serie representara tan solo el 34,6% de los casos, hizo
gue consideraramos el ILRD como el parAmetro mas objetivo para llevar a

cabo el analisis de factores de prondstico del presente estudio.
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La TR clinica del 58% vy radiologica 52% de esta serie, esta en
concordancia con la mayoria de estudios publicados (60-70, 73-83).
Remarcar que, ademas, solo en un 4% de los casos se objetivd progresion
de la enfermedad durante la HTN.

La mastectomia, con independencia de la edad, siempre representa una
mutilacion y causa un gran impacto emocional en la paciente. Muchos
trabajos aleatorizados, han demostrado que la HTN permite aumentar la
tasa de CCM y esto es otra buena razén para indicar HTN. Es importante
destacar que en el 73% de los casos de nuestra serie se pudo practicar una
cirugia conservadora y que en solo 7 casos (6%) se observé una recaida
loco-regional tras el largo seguimiento efectuado. Esta tasa de CCM esta en
la linea de los ensayos ACOSOG Z1031 (83) y STAGE (84) y muy por
encima de los ensayos P024 (80), IMPACT (81) y PROACT (82) que solo
practicaron CCM en poco mas del 40% de los casos incluidos (tabla 4).

Por otro lado, nuestra serie demuestra la capacidad de la HTN en
producir una disminuciéon del estadio entre el momento del diagndstico
(CTNM) y el postquirtrgico (ypTNM). Se paso6 de un 50% de casos estadio Il
en el diagnéstico al 34% patolégico y de un 0,8% de estadios | en el
momento del diagndstico al 20% postcirugia. Ellis y cols. (156) destacan que
en los 30 casos del estudio PO-24 en los que se observé disminuciéon desde
estadio clinico II-lll a estadio patologico 0-1, la SLR fue del 100%, frente al
70% de los 175 casos con estadio patoldgico Il o Il (p< 0.001). Por tanto,
esta disminucion del estadio tiene impacto en la supervivencia.

Pero el objetivo principal de este estudio, no era demostrar la

eficacia, eficiencia y seguridad del HTN, si no el descubrir los factores
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bioldgicos que, tras HTN, tienen la capacidad de identificar aquellas
pacientes con alto riesgo de presentar recaida a distancia y, por tanto,
podrian ser de utilidad para seleccionar aquellas pacientes tributarias de
afiadir algan otro tratamiento adyuvante a la hormonoterapia £ RTP.

La pCR no es un buen factor pronéstico en HTN porque es un evento
raro, menos del 3% en casi todas las series (51, 76-88, 91-97), incluido
nuestro estudio, en el que la pCR fue del 2,2%. Aungque la pCR con HTN es
casi anecddtica, es habitual que el patdlogo observe fibrosis, presencia de
macrofagos y parches de infiltrados inflamatorios, junto con persistencia de
nidos de células neoplasicas viables. Estos hallazgos podrian ser otro
meétodo de valoracion de la eficacia del tratamiento. El problema se suscita
en como medir el grado de la respuesta patolégica parcial. Llegar a un
acuerdo de consenso para evaluar este punto es muy dificil. De hecho, no
se ha conseguido del todo para la QT y menos aun para la HTN. En
consecuencia, es muy importante identificar el subgrupo de pacientes que
han sido altamente sensibles a la HTN y por tanto con pocas probabilidades
de obtener algun beneficio con la adicion de QT adyuvante.

En el estudio univariado de nuestra serie, se identificaron como factores
de prondstico significativos asociados a un mayor riesgo de recaida a
distancia: estadio clinico Ill vs estadio Il, mastectomia vs cirugia
conservadora, GH 3 vs GH 1-2, cN1-2 vs cNO, RP al diagnéstico < 50% vs >
50%; RE en el tumor residual < 50% vs > 50%, ypN+ vs yNO, presencia de
ILV, PEPI score =23 vs <3, pl6 negativa vs positiva en nucleo de células

tumorales, p53 mutada vs no; BCL-2 < 50% vs > 50%, pS6 negativo en vs
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positivo en el citoplasma de la célula tumoral y pS6 < 25% vs > 25% en la
célula del estroma (figuras 38-51 y tabla 20).

En nuestro estudio el Ki-67 basal elevado no supuso peor ILRD.
Realizamos analisis univariante con cortes de Ki-67 en = 25% 215% y 25% y
23%, no hubo diferencias significativas en ninguno de ellos y solo el corte
215% vs < 15% mostré una tendencia a peor ILRD (p = 0,059). (Figura 52)

Los RP en la BAG < 20% vs = 20% tampoco mostraron significacion
estadistica de peor ILRD. Recordemos que este es un criterio para considerar
el tumor como luminal B “like”. En cambid si fue un factor significativo adverso
gue los RP en la BAG fuesen < 50% vs = (p =0,022) (figura 42).

Como era logico el estadio avanzado fue un factor de mal prondstico, asi
como la mastectomia frente a la cirugia conservadora. Porque evidentemente
la mastectomia iba ligada a mayor estadio y a peor respuesta radiolégica. De
igual manera la afectacion de los ganglios axilares ha sido clasicamente un
factor de mal prondstico de supervivencia y no descubrimos nada nuevo con el
presente estudio. También en el estudio del grupo de Edimburgo, el nimero de
ganglios axilares con invasion patologica fue un factor claramente adverso
(p<0,0001) en el andlisis multivariable (113); igual ocurre en el estudio de Ellis
(p<0,001) y por ello es uno de los cuatro factores que puntidan en el PEPI
score (156).

En nuestro estudio, también fue significativa como factor adverso en el
estudio univariado la ILV (p = 0,014)

Por otra parte, nuestra serie confirma el valor del “PEPI score” como un
factor de prondstico tras HTN, asi, aquellas pacientes que presentaron un PEPI

score 23 tuvieron 3,69 mas riesgo de presentar metastasis (p=0,004) que las
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que tuvieron un PEPI score < 3. Es necesario resaltar que en las publicaciones
previas en las que se evalué el papel de PEPI como factor pronostico, se
basaron en estudios con un seguimiento medio de 5 afios (98, 156) y en
nuestro trabajo las pacientes han sido seguidas durante casi 10 afios. Creemos
gque nuestras observaciones tienen un valor afiadido, especialmente en
tumores del tipo Luminal A, en donde en general, las recaidas a distancia se
producen mas alla de los 5 primeros afios de seguimiento.

Quiero recordar aqui, que el PEPI score es unico factor prondstico
actualmente establecido post HTN. Se basa en una serie de puntos
adjudicados valorando cuatro variables. Dos es estas variables son anatbmicas
(ypT ey pN) y dos bioldgicas (aumento de Ki-67 y RE en la pieza quirargica < 3
segun Allred score). Se escogieron estas cuatro variables y no otras, porque en
el estudio de Ellis y col; basado en 158 casos del ensayo PO-24, fueron estas
cuatro variables las Unicas que mostraron significacion estadistica asociado a
SLE y a SECM en el andlisis multivariable (156): pT1-2 vs. pT3-4; (p < 0,001);
afectacion patoldgica de la axila (p< 0,009); expresion de RE (Allred <3) (p =
0,03) y elevacion del Ki67 > de 2.7% veces con respecto al basal (p = 0,01).

En nuestra serie destaca que ni la respuesta clinica ni la respuesta
radioldgica mostraron significacién estadistica. En el estudio de Cameron y col,
(113) las pacientes que presentaron una respuesta parcial presentaron una
mejor evolucion (p< 0,05). En el estudio de Ellis y col; (156) la respuesta clinica
si alcanzd la significacion en el analisis univariado (p= 0,002), pero no en el
analisis multivariable: HR 2,72 (0,95-7,8); p=0,06. Por este motivo no forma
parte de la puntuacion en el PEPI score. Quizas, uno de las causas por el que

la respuesta no es un buen factor de prondéstico es por la falta de correlacion
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entre la respuesta valorada mediante medicion fisica, en relacion con la imagen
radiolégica y la realizada por el patélogo

En nuestro estudio, la presencia de fibrosis, con cortes en 30% y 50%,
no mostrd ninguna tendencia hacia un mayor o menor ILRD (p = 0,83y p =
0,84 respectivamente). Tampoco el tamafio del tumor en la pieza quirdrgica
(ypT) fue significativo en nuestra serie. Sin embargo, éste si ha sido un factor
relevante en otros estudios, como en un estudio retrospectivo italiano
efectuado con 144 pacientes en el que un tamafio del tumor residual inferior a
2 cm, se relacion6 de forma significativa con mejor SLR (p= 0,005) (157), asi
como en el trabajo de Ellis para el desarrollo del PEPI score, en donde ypT3 o
ypT4 eran un factor pronostico adverso frente a los tumores ypT1-T2 (p<
0,001), (156).

Al analizar el porcentaje de células positivas para RP y de Ki-67 en las
muestras pre y post HTN, se observd un descenso estadisticamente
significativo (p< 0,05) entre ambas muestras (figuras 29 y 30). Este fendmeno
estd descrito en la mayor parte de la literatura (83, 103, 108, 112-114). En
cambio, no observamos diferencias significativas en el nivel de positividad de
los RE pre y post HTN (figura 31). La disminucion de Ki-67 en la pieza tumoral
con respecto a la biopsia inicial ha mostrado ser un factor significativo de mejor
SLR en muchas publicaciones de HTN (103, 113,114). Pero ni el descenso de
Ki-67 ni del RP de nuestra serie, mostraron diferencias estadisticamente
significativas en el riesgo de recaida a distancia. Los 10 casos de nuestra serie
gue presentaron un aumento del Ki-67 en la pieza quirtrgica con respecto al

Ki-67 de la BAG, mostraron una tendencia no significativa a un peor ILRD (p=
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0,059) (Figura 55). Quizas con una muestra mayor, esta variable podria haber
alcanzado la significacion estadistica.

En la literatura un valor de Ki-67 basal elevado tampoco marca una
menor posibilidad de respuesta a la HTN, en cambio un valor de Ki-67 superior
al 10% a las 2-4 semanas de iniciada la HTP, predice por un lado, un mayor
valor de Ki-67 en la pieza quirdrgica (p= 0,001) y por otro lado, una menor
posibilidad de tener un PEPI score 0 (p= 0,004) y una peor SLR (p= 0,003)
(112). En el trabajo para desarrollar el PEPI score, la elevacion de Ki-67 por
encima de 2.7 veces respecto al valor basal fue otro factor adverso (p< 0,001)
y fue escogido para puntuar en el citado indice (156) También en el estudio de
Grassadonia y colaboradores, el presentar un Ki-67 inferior al 13% en la pieza
quirurgica fue un factor significativo de mejor SLR y SG (p = 0,002), aunque en
el analisis multivariable perdié la significacion estadistica a favor de GH y CCM
(157).

En todos los trabajos publicados, la pérdida de expresion de RE
representa es un claro factor de mal pronostico (p=0,022) e igual ocurre en
nuestro estdio. Pero es infrecuentemente que las pacientes que han sido
tratadas con HTN durante un tiempo limitado, pierdan la expresion de los RE. e
hecho, solo 13 casos de las pacientes del presente estudio presentaban RE
por debajo de 50% en la muestra del tumor post HTN. En los 153 casos de la
serie que Ellis y colaboradores usaron para validar el PEPI score, solo 16
casos presentaron una valoracion de RE post HTN con Allred score inferior a
3, pero estos 16 casos fueron suficientes para demostrar peor SLR de forma
estadisticamente significativa (p< 0,03), por tanto, aunque poco frecuente es

claramente adverso. Lo que pasa es que dado la poca frecuencia con que se
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presenta esta disminucién en la expresion del RE con HTN, a nivel practico, el
nivel de RE post HTN de pocos meses, no suele ser de gran utilidad.

Como ya he comentado, algo parecido pasa con el aumento de Ki-67.
Es poco frecuente que el Ki-67 aumente con HTN, por lo que la mayor parte de
puntos adjudicados mediante el PEPI score = a 3 son, habitualmente, debidos
al ypT y al ypN y es mas raro que sean debidos a la negatividad de los RE 0 a
la elevacion del Ki-67. Por estos motivos consideramos de gran importancia
encontrar otros biomarcadores en el analisis de los restos de tumor tratado
previamente con HTN.

En el estudio ACOSOG Z1031B, se practicaba una determinacion de Ki-
67 a las 2-4 semanas de iniciar la HTN y, en aquellos pacientes en que el Ki-67
seguia > 10%, se cambiaba la HTN por QT: Solo en 2 de las 38 pacientes que
cambiaron se obtuvo pCR (98). Es decir, que no se demuestre sensibilidad
precoz a la hormonoterapia, no significa que el tumor sea mas sensible a la
QT. De hecho, en un estudio sobre 13939 pacientes que recibieron QT
neoadyuvante recogidas en el National Cancer Datebase de los Estados
Unidos, el 19% alcanz6 la pCR. Pero al analizar por subtipos, la pCR solo
ocurrié en el 0,3% de los tumores luminal A (52). Sin embargo, la SG de las
pacientes con tumor Luminal A que no alcanzan la pCR es relativamente
buena. Por estos motivos, la pCR no es un marcador adecuado para valorar el
beneficio o el riesgo a largo plazo para las pacientes con tumores de tipo
luminal A.

En nuestro estudio, tanto el GH basal (p= 0,002) como post HTN (grado |
vs grado Il o lll; p<0,001) fue significativo. En el estudio de Ellis un GH 1 del

tumor también fue significativo en el analisis univariado (p< 0,001), pero sin
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embargo, en el analisis multivariable perdio la significacion: HR 4,62 (0,6-35,0).
Por este motivo, finalmente fue desestimado para ser incluido en el PEPI score
(156). Observamos un leve aumento, no significativo, del numero de tumores
de grado histoldgico 3 (una diferencia absoluta del 6%) entre la biopsia inicial a
la de la pieza quirdrgica (tabla 10). Paralelamente observamos un descenso
absoluto del 5% de tumores de GH 1.

En el analisis multivariable de todos los factores clinicos y anatomo-
patolégicos por H&E y por IHQ, se observd que solo tres variables tuvieron una
significacidon estadistica independiente: dos eran clinicas; el estadio Ill vs Il y la
mastectomia vs cirugia conservadora. Estas dos variables no aportan ninguna
novedad, puesto que ya sabemos que a mayor estadio hay mayor riesgo de
recaida y que la tasa de mastectomias aumenta a mayor tamafo tumoral. La
otra variable era biolégica, era la presencia de una mutacion de p53. La
mutacion del gen de p53 es la mutacién mas frecuente en el cancer de mama
(30-35%), pero es mucho mas frecuente en tumores RE negativos (80%) que
positivos. Tal como se comentd ampliamente en la introduccién, la proteina p53
es una proteina supresora tumoral que esta involucrada en el ciclo celular
regulando el paso G1 a S. Si p53 estad activa, detiene el ciclo celular en
el punto de control G1/S o G2/M para iniciar la reparaciéon del DNA, y si esta
reparacion no es posible, inicia el proceso de apoptosis. Pero p53
presenta isoformas, algunas de las cuales funcionan como activadoras,
mientras que otras funcionan como negativas dominantes. Aunque la p53
mutada ha demostrado ser un factor prondstico adverso en varios tumores,
incluido el cancer de mama, su papel sigue siendo controvertido, porque los

estudios han mostrado tasas de incidencia dispares, y porque no suele ser un
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factor de prondstico independiente. Por ello, actualmente en la practica
asistencial, no es recomendado como un factor prondstico ni predictivo. Un
estudio del grupo IBCSG sobre muestras 1113 muestras tumorales incluidos en
dos ensayos clinicos aleatorios en cancer de mama con ganglios negativos
demostré que la expresion de p53 fue significativamente mas frecuente cuando
el RE estaba ausente (59%) que cuando el RE estaba presente (19%), p
<0,0001. Pero lo mas interesante es que se observo una interaccion cualitativa
significativa, de modo que la expresion de p53 se asocié con una mejor SLE y
SG entre los pacientes cuyos tumores no expresaron RE, pero peor SLR y peor
SG entre pacientes cuyos tumores expresaron RE. Por tanto, la interpretacion
sobre la influencia que ejerce la expresion de p53 en el prondstico requiere el
conocimiento de la expresiéon concurrente de RE (164). En nuestro estudio p53
estuvo correlacionada significativamente con BCL-2 (p= 0,017) y con ROR-S
(p=0,019).

Los tumores que presentan una mutacion de p53 tendran problemas para
activar la entrada en apoptosis y permitirdn que las células anormales
proliferen. La accion inhibidora de la proliferacién celular de p53 se produce a
través de p21 (figura 12). p21 actia inhibiendo las CDK y evitando la
fosforilaciéon de RB, de manera que el factor de transcripcién E2F permanece
inactivo y se impide la progresion de la célula hacia la fase S. Se han
desarrollado anticuerpos monoclonales frente a p53 humana que pueden
utilizarse para realizar estudios de IHQ sobre tejidos incluidos en parafina vy,
aunque todavia no disponemos en la clinica de un farmaco especifico contra
p53, se estan desarrollando diversos compuestos que han mostrado actividad

en modelos de cancer de mama, como PRIMA-1, APR-246, PK11007 y COTI-2
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(165). Pero hay que tener en cuenta que, al actuar p53 a nivel del ciclo celular
inhibiendo CDK4-6 a través de p21, es posible que los farmacos inhibidores de
CDK 4-6 puedan ser mas activos en pacientes con p53 mutada. Esto no esta
demostrado, de hecho no se ha podido encontrar ningun biomarcador ligado a
la eficacia de los inhibidores CDK 4-6 en pacientes con cancer de mama
avanzado.

Ademas de p53, otros biomarcadores ligados al ciclo celular fueron
estadisticamente significativos en el analisis univariado del presente estudio
como la pl6 negativa en nucleo y BCL2, tanto con corte inferior a 25% como
inferior a 50% de células. En cambio ni CD1 (p = 0,96), ni pRB (p = 0,93)
mostraron ninguna diferencia. La mutacion inicial del gen de RB es muy rara en
el cancer de mama y las mutaciones adquiridas tardan mucho en desarrollarse,
por lo que no es sorprendente el resultado negativo en los estudios. En cancer
de mama metastasico, ninguno de estos factores ha demostrado significacién
con respecto a mayor o menor eficacia del tratamiento con inhibidores de CDK
4-6. Los datos de dos ensayos clinicos aleatorizados, PALOMA-1, PALOMA-2,
MONALEESA y MONARCH tampoco mostraron ninguna correlacion entre los
niveles de CD1 ni de la proteina p16 y la posibilidad de respuesta o de mejor
supervivencia a palbociclib, ribociclib o abemaciclib (166-169).

Una novedad que aporta el presente estudio, es el valor como factor
pronéstico adverso de la p16 negativa en el nucleo de la célula tumoral. Como
ya se expuso en la introduccion, pl6 es un gen supresor que actia frenando
las CDK 4-6 y bloquea la division celular. Pero lo mas atractivo de este
hallazgo es que actualmente disponemos de farmacos dirigidos contra CDK4-6,

gue ya han mostrado impacto en supervivencia libre de progresion y SG en el
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tratamiento del cancer de mama avanzado (166-169) y hay estudios Fase Ill en
adyuvancia y de fase Il en neoadyuvancia, pendiente de publicar resultados.
Nuestro estudio demuestra que la negatividad de p16 es un signo de hormono-
resistencia. Podemos hipotetizar que la administracion de inhibidores de CDK
4-6 en los casos con pl6 negativa y/o p53 mutada tras HTN podria mejorar el
prondstico de estas pacientes, especialmente en casos PEPI score > 3 0 ypN1-
2. Por ello, creemos que seria oportuno poner en marcha estudios prospectivos
para refrendar esta hipotesis.

BCL2, es otra de las proteinas que regulan el ciclo celular, en este caso
por induccion de la apoptosis. Algunos estudios asociaron expresion de BCL-2
a una mejor respuesta a la hormonoterapia y a una mejor SLR y SG (107), pero
esto no se confirm6 en otros estudios. Otros autores aseguran que la
apoptosis, no es un predictor util del beneficio de la HTN (145). Por el contrario,
en nuestro estudio, BCL2 < 50% fue un claro factor adverso en el analisis
univariado y se mantuvo como un factor independiente en el estudio
multivariable de los factores evaluados por IHQ. Desafortunadamente no
disponemos de un farmaco que actie de forma especifica a este nivel. Al
analizar la correlacion de BCL2 con otros biomarcadores encontramos que esta
correlacionado con p53 (p = 0,017) con GH (p = 0,001) y con ROR (p = 0,004)

En cuanto a marcadores que evalian la via de sefal intracelular
PISK/AKT/mTOR, se observo en el andlisis univariante que la pS6 negativa en
citoplasma de la célula tumoral y la expresion de pS6 inferior a 25% en las
células del estroma eran factores significativos con respecto a peor ILRD.
También en los analisis multivariable que incluyeron ROR de PAM50 y RA, pS6

negativo en la célula tumoral fue un factor adverso significativo. Sabemos que
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la via PI3BK-AKT-mTOR esta frecuentemente alterada en tumores que muestran
hormono-resistencia, sobre todo de tipo adquirido. La proteina quinasa
ribosomal S6K (pS6) es un efector del complejo mMTORC1. mTORC1 fosforila y
activa las proteinas S6K1 y S6K2, cuyo primer substrato es pS6. Todavia no se
conoce del todo bien, el papel fisiologico del complejo mMTOR. Sabemos que
el eje mTOR-pS6 controla procesos celulares fundamentales, incluida la
transcripcion, la traduccion, la sintesis de proteinas y el crecimiento y el
metabolismo celular. La desregulacion de este eje de sefial, contribuye al
desarrollo de la enfermedad y se cree que pS6 promueve la proliferacion
celular y la supervivencia celular y puede producir la activacién de los RE con
independencia de su ligando (147).

Nuestros resultados son paraddjicos, puesto que, si pS6 es negativa, la
via mTOR deberia ser menos activa y por tanto se suele asociar positividad de
pS6 con peor SG y resistencia al tratamiento. Pero como ya comenté en la
introduccién, aunque se cree que pS6 promueve la proliferacion vy la
supervivencia celular y puede producir la activacion de los RE con
independencia de su ligando (148), en realidad, los detalles moleculares por
los que se produce proliferacion por el complejo mTORCL1 siguen siendo poco
conocidos, y la sobreexpresion de rapamicina-proteina pS6 puede conferir un
fenbmeno contrario por retroalimentacion negativa mediada el complejo
MTORC1 y asi niveles bajos de pS6 provocarian la progresion celular.
Estudios realizados durante la dltima década han descubierto una serie de
sustratos S6K1 adicionales (148).

Actualmente disponemos de farmacos activos en esta via, como por

ejemplo alpelisib, taselisib y sobre todo everolimus, un inhibidor de especifico
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de mTOR (figura 13). Segun nuestros resultados, no parece que el everolimus
debiera jugar un papel importante en el tratamiento de las pacientes tratadas
con HTN y con pS6 negativo en el tumor residual, puesto que aunque han
tenido peor ILRD, tienen inactivada la via mTOR. Por tanto seria mejor explorar
otro tipo de tratamientos en futuros ensayos con este tipo de pacientes.

Otros factores, en parte relacionados con la via PI3K-AKT mTOR, como
VAV3 (p = 0,07) o SOX9 (0,76) no se mostraron significativos en nuestro
estudio.

CD44, un factor de adherencia y migracion celular, tampoco mostro
ninguna tendencia en nuestro estudio (p = 0,84). Pero en cuanto a factores de
microambiente y estroma, encontramos que pS6 < 25% era un factor
significativo de pero ILRD (p = 0,041).

La sinaptofisina, como un marcador de tumores neuroendocrinos,
tampoco se mostro significativa (p = 0,76).

Con respecto a la expresion de HER2 hemos de decir que aunque en
nuestro estudio no fue significativa (p = 0,33), pero debemos considerar que
este resultado no es valorable puesto que en solo tres casos se objetivo
sobreexpresion de HER2.

Al realizar un analisis multivariable con PEPI score junto a otros valores
significativos en el andlisis univariante, pero que no puntlan para PEPI score,
como GH, pl16 y p53, encontramos que p16 con una HR 5 (IC95%: 1,17-21,9) y
p53 con HR 0,22 (IC95% 0,08-0,59) son valores significativos independientes.
En un andlisis Chi cuadrado de GH frente a PEPI score no encontramos una
correlacion estadisticamente significativa entre ambas variables. Podemos

decir que, en nuestro estudio, las proteinas que regulan el ciclo celular juegan
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un papel importante en la resistencia a la hormonoterapia y que la evaluacion
de p16, p53 y BCL-2 aporta un valor afiadido a PEPI score.

Otro aspecto novedoso de este estudio es el andlisis de expresion de
ARN mediante la técnica de ncounter®, que incluye la plataforma PAM50. Los
resultados mostraron que el 50% de los tumores eran del subtipo luminal A,
21% del subtipo Normal y 14% HER-2 enriquecido y solo un caso era luminal B
(0,8%) y otro caso era basal (0,8%). Llama la atencién la practica inexistencia
de tumores del tipo luminal B. Con toda seguridad, hubo un sesgo deliberado
en la seleccion de pacientes para este tipo de tratamiento (pacientes
postmenopdausicas afiosas que presentaban tumores con receptores
hormonales positivos y casi todas con HER2 negativo en la BAG). Pero no
hubo discriminacion por GH, Ki-67 o estado del RP. De hecho, si atendemos a
la presencia de GH3, Ki-67 >20 o RP <20, al menos un 22% de los casos eran
del tipo luminal B “like” en la BAG diagndstica. Un reciente estudio “real-world
data” holandés, ha demostrado que la discordancia en la evaluacion de GH,
RE, RP y HER-2 por IHQ entre la BAG y la pieza tumoral es poco frecuente
(170). Otro estudio reciente sobre 16 muestras apareadas, ha confirmado que
hay una correlaciéon muy fuerte entre la valoracion de la expresion de proteinas
por IHQ y por el sistema ncounter® (171). Por todo esto, creemos que la
ausencia de tumores de tipo luminal B, aunque en parte es debido a la
seleccién inicial, también puede ser debido a la evolucion de un tumor
heterogéneo sometido a un tratamiento. Esta hipdtesis podra ser contestada
con diversos ensayos como el estudio Coraleen que analiza las variaciones de
ROR entre la BAG inicial y la del tumor residual tras HTN y ribociclib y cuyos

primeros resultados van a ser comunicados en el proximo simposio de San
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Antonio; o el estudio DxCartes que analizara las variaciones del RS de
Oncotype entre la BAG inicial y la cirugia post HTN mas palbiciclib.

Desafortunadamente, en la mayoria de los casos de nuestra serie hemos
agotado el material de la BAG diagndstica con diferentes estudios, por lo que
no es posible llevar a cabo un estudio de muestras apareadas. Esta es una de
las limitaciones de este estudio.

En esta serie no se han evidenciado diferencias en ILRD entre los 59
casos del subtipo luminal A, los 25 Normal y los 17 de HER2 enriquecido. A
pesar de que ninguna paciente recibio terapia especifica anti HER2, los 17
pacientes con tumores HER2 enriquecido identificados mediante PAM 50, no
mostraron peor ILRD. Es probable que estos tumores HER2 enriquecido tras
HTN, mantengan una dependencia con la via del RE y que la via HER2 juega
un papel menor. Nuestros resultados difieren de los de Guerrero y
colaboradores, que comunicaron en una serie de solo 57 casos de mujeres
postmenopausicas tratadas con letrozol neoadyuvante, que las pacientes con
tumores de tipo luminal A mostraron una mejor SLR que las pacientes con
HER2 enriquecido (172).

Un 21% de tumores fueron clasificados como de tipo Normal por PAM50.
Observamos que los tumores de tipo Normal correlacionaban de forma
significativa con una menor tasa de células tumorales en la muestra en
comparacion con los subtipos Luminal A (p < 0,001) y HER2 enriquecido (p =
0,045). Pero creemos que en la mayor parte de los casos, el tumor estaba bien
clasificado porgue en casi todos los casos el porcentaje de células tumorales
en la muestra era mayor del 30% y porque, ademas, cuando realizamos un

analisis del PEPI score, excluyendo los tumores de tipo Normal, las curvas de
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ILRD mantuvieron la significacion estadistica en la misma proporcion que

cuando se incluyeron los tumores de tipo Normal (figura 65).
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Figura 65: Curvas de ILRD sin tumores tipo Normal

ROR de PAM50 ha demostrado valor prondéstico y de prediccion a la
quimioterapia adyuvante en cancer de mama precoz con unos valores
predeterminados de riesgo bajo (<40), intermedio (40-60) y alto (>60) (37).
En nuestro estudio el resultado de ROR-S mostro diferencias
estadisticamente significativas con un mejor prondstico para los tumores de
riesgo bajo con respecto a los de riesgo intermedio, con HR 0.39 (95%CiI

0.17-0.91) y p = 0.001. Los 6 casos ROR-S alto no fueron significativamente
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peor que los ROR-S intermedio. El relativo buen pronoéstico de los ROR-S
de alto riesgo de nuestra serie no se puede atribuir al efecto de la QT
adyuvante, puesto que ninguna de las 7 pacientes que recibieron QT

adyuvante presentaba un ROR-S alto (tabla 30).

ADY_Quimioterapia
| Si No Total
ROR.S.Group. Low 5 61 66
-Subtype.Only.  Medium 2 29 31
High 0 6 6
Total 7 96 103

Tabla 30: Quimioterapia adyuvante y nivel ROR

Pensamos que la muestra de casos de PAM50 de alto riesgo es tan
escasa, que es muy poco representativa.

En cambio, ROR-P no mostré ninguna diferencia en cuanto a ILRD.

Se han publicado los resultados de algunos estudios que valoran el papel
Oncotype®, la plataforma con 21 genes, como predictor de la respuesta a la
HTN (97,118) pero hemos de destacar que este, es el primer trabajo que
demuestra el valor de ROR de PAM50 como factor del prondstico después de
HTN.

Otra novedad que aporta el presente estudio es que una expresion muy baja
(<-2) del gen RA medida por ncounter®, mostré una relacion significativa con el
ILRD en el andlisis univariante y multivariable HR de 3,72 (1C95 1,27-10,96) y p
= 0,007 (Figura 63). Curiosamente la expresion de RA valorada por IHQ no

mostré ninguna significacion (figura 66).
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Figura 66: Curvas de ILRD en funcién del RA valorado por IHQ

Los estudios epidemiolégicos son inconsistentes en cuanto al valor
prondéstico de los RA, pero varios articulos han informado que la presencia de
RA es un factor de buen prondstico en el cancer de mama (173-175). Los RA
estdn expresado en el 60-80% de los canceres de mama, con mayor
prevalencia en los tumores que también expresan RE. Los tratamientos con
androgenos inhiben la sefial de la via RE y de hecho antiguamente se usaba
como una cuarta linea de tratamiento hormonal en cancer de mama avanzado
pero dejo de usarse por sus efectos secundarios. Lo que es queda mas en
duda en la literatura es su papel como factor de prediccibn a un tipo de
tratamiento hormonal u otro. Recientemente un subanalisis del ensayo fase |l
adyuvante BIG 1-98, ha reportado datos negativos del RA como factor
predictivo con respecto a la eficacia de la hormonoterapia, tanto con TAM como
con LET (176). Quizas los datos negativos del RA valorado mediante IHQ de

nuestro estudio sean debidos a que la determinacion de los RA por IHQ solo
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fue positiva en 26 casos (23,6%), que contrasta con el 60-80% reportada en la
literatura. Entre los 26 casos con expresion de RA hubo solo 4 eventos en
forma de metastasis (15,4% de los casos). La determinacion del gen RA con un
punto de corte en -2 dividio los casos en 48 casos que tenian RA = -2, entre los
cuales solo se dieron 4 eventos de metastasis (8,3%) y en 55 casos que tenian
RA < de -2, entre los que hubo 19 eventos (34,5%). Todo ello sugiere que el
analisis de secuenciacion del RA por técnica de ncounter® clasifica con mayor
precision RA en los tumores que la IHQ.

Ninguno de los genes ligados a la inmunidad que analizamos por
secuenciacion de ncounter® mostré significacion (PDL-1, PD1 y CD4) Solo
CD8a mostro una tendencia no significativa (figura 63). Esto no nos debe
extrafiar, teniendo en cuenta que los tumores luminal A, hasta son los que han
mostrado menos actividad inmune y que no administramos ningun tipo de
inmunoterapia

Cuando se incluy6 en el analisis multivariable ROR-S y RA medido por
secuenciacion de ARN, las variables con significacion estadistica fueron p53
mutada HR 3,86 (IC 95%: 1,19-12,51), pS6 (-) en citoplasma de célula tumoral
HR 4,92 (IC 95%: 1,86-13,03), RA > -2 HR 5,34 (IC 95% 1,59-17,89) y ROR-S
intermedio HR 3,21 (IC 95%: 1,15-9,01), perdiendo pl16 la significacion
estadistica. Realizamos una prueba de Chi cuadrado para valorar si p16 y RA
eran variables independientes y encontramos que estan correlacionadas
p=0024 (tabla 27).

Este andlisis multivariable demuestra que ROR-S y AR son factores de

pronéstico independientes, y por tanto, afiaden informacion a PEPI score y
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podrian ser valorados a la hora de decidir el tratamiento adyuvante mas
oportuno para cada paciente.

Mediante el andlisis de Chi cuadrado de Pearson (p=0,019), observamos
que p53 y ROR-S son variables correlacionadas (Tabla 24). En cambio, pl16 es
independiente de ROR-S (Chi Cuadrado: 0,697) y pS6 es independiente tanto
de ROR-S como de RA. También evidenciamos mediante prueba de Chi
cuadrado que BCL-2 esta correlacionado con p53 (p=0,017), con GH (p=0,001)

y con ROR-S (p=0,004) y que GH también correlaciona con ROR-S (p=0,001).
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6. CONCLUSIONES:
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. La Hormonoterapia neoadyuvante (HTN) es una alternativa eficaz y
eficiente en las pacientes con cancer de mama de tipo luminal en

estadio Il o Ill.

. Este estudio confirma el valor pronostico del “PEPI score” en una

serie con largo seguimiento.

. Como factores prondstico valorados mediante IHQ en el tumor residual
mostraron significacion estadistica 3 variables relacionadas con el
control del ciclo celular (p53 mutada HR 3,63 (IC 95%: 1,39-19,63); p16
negativa HR 3,21 (IC 95%: 1,12-12-79) y BCL2 < 25% HR 2,86 (IC

95%: 1,22-6,74) y una con la via mTOR (pS6)

. ROR-S de PAM50 y expresion de Receptor de Androgeno (RA)
medido por secuenciacién de ARN, después de HTN tiene valor
pronostico significativo independiente y aportan informacion

pronéstica independiente a PEPI score.

. Aguellas pacientes tratadas con HTN, con PEPI score 2 3 y que
presenten en el tumor residual p53 mutada, p16 negativa en el nucleo,
pS6 negativa en citoplasma, BCL2 < 50%, ROR-s de riesgo
intermedio/alto o una expresiéon de RA < -2 medido por secuenciacion

de RNA, presentan mayor riesgo de presentar metastasis a distancia y
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por tanto, son tributarias de afadir algun tratamiento adyuvante a la

hormonoterapia convencional a fin de mejorar su prondstico
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/. LINEAS DE FUTURO
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7. Lineas de Futuro

Los resultados del presente estudio sustentan el llevar a cabo estudios

en, al menos, dos lineas de actuacion:

1. Estudios de adyuvancia tras HTN con inhibidores de CDK 4-6 junto a
hormonoterapia en los casos con pl16 negativa o p53 mutada.

2. Estudios de neoadyuvancia hormonal junto con inhibidores de CDK
4-6. En esta linea hay estudios fase Il en marcha que por el momento
han demostrado una mayor disminucidbn estadisticamente
significativa de Ki-67, pero sin un aumento de la tasa de respuestas.
Es necesario un seguimiento mas prolongado de estas pacientes
para demostrar que la mayor disminucién del Ki-67 significa un mejor
control de la enfermedad a largo plazo. Pero probablemente
necesitaremos de los datos de estudios de fase Il para llegar a una
conclusion definitiva de que tipo de pacientes se beneficiaran de los
inhibidores de CDK4-6 en adyuvancia. Creemos que una buena
manera para seleccionar o estratificar a las pacientes en estos
estudios seria el andlisis de ROR de PAM50 y secuenciacion del RA

por ncounter® o de pl16, p 53 y BCL-2 por IHQ.
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Anexo |l

2017 San Antonio Breast Cancer Symposium
Publication Number: P4-08-08

Title: Biomarkers to predict distant recurrence free sunvival after neoadjuvant endocrine therapy in breast cancer. A long follow up
retrospective study

Miguel Gil-Gil", Idoia Morilla’, Anna Petit’, Teresa Soler’, Xavier Perez-Martin', Anna Guma’, Maria Jesus Pla’, Raul Ortega’,
Amparo Garcia-Tejedor’, Catalina Falo’, Robert Montal'*, Luis Perez-Casanova’, Carolina Loayza® and Sonia Pernas’. ‘Institut
Catala d'Oncologia, Medical Oncology (ICO) - Hospital Universitari de Bellvitge (HUB). Breast Cancer Unit, L'Hospitalet,
Barcelona, Spain and *Hospital Clinic, Barcelona, Spain.

Body : Background:

Meoadjuvant endocrine therapy (NET) is gaining more acceptances for the management of estrogen receptor (ER) positive breast
cancer (BC). Rate of patients achieving pathological complete response is very low and Kie7 suppression and PEPI score are the
only prognostic factors associated with relapse free sunvival.

The aim of our study was to identify biomarkers of prediction of distant relapse risk that could help clinicians in the
decision-making of systemic adjuvant treatment in patients previously treated with NET

Material & Methods:

Retrospective study of 119 postmenopausal women with ER or progesterone receptor (PR) positive BC treated with NET in
ICO-HUB from 1997 to 2009. Clinical-pathological data and treatments administered were reviewed. IHC expression of ER, PR,
Ki&7, Androgen receptor (AR), BCL-2, Cyclin D1 (CD1), p16, p53, CD 44 and synaptophysin were analyzed in post-NET surgical
formalin-fixed paraffin-embedded tumor samples through a tissue micrearray. Survival was calculated by Kaplan-Meier method.
Univariate and multivariate analysis of variables associated with distant relapse free survival (DRFS) was evaluated by Cox
proportional hazard model.

Results:

Mean age was 74 (63-88). cT: T2 5%, T3 6.5%, T4 43.5%. cN: N0 59%, N1 25%, N2-3 16%. Stage: | 21%, 1l 49.5%, lll 28.5%.
Histological subtype: ductal 84%, lobular 6%, others 10%. Histological grade: G1 20%, G2 55%, G3 25%.

Vascular invasion 15%. NET: Aromatase Inhibitors 643, SERM 36%:. Median duration of NET 8.5 months. Clinical Response:
Complete 4%, Partial 55%, Stable 379, Progression 4%. Surgery: Lumpectomy 72%, Mastectomy 28% Lymphadenectomy
70.5%, Sentinel lymph node biopsy 6%, No surgical approach of axilla 23.5%. Surgical specimen: ypT1 36%, ypT2 54%, ypT3
6%, ypT4 4%; ypNO 28%, ypN1 22%, ypN2 13.5%, ypN3 12% yphix 23.5%. Surgical margins: Negative 89% Positive 11%.
Median fibrosis rate 20% (0-95). PR and Kig7 showed a statistically significant decrease after NET(p<0,05) but no ER (p=0,29).
Adjuvant treatment: chemotherapy 724, radiotherapy 7625, endocrine therapy 96%. Median follow-up: 104 months. Only 21
patients developed distance relapse. Median OS was 139 months [95% Cl = 98-181). Univariate analysis for DRFS showed
siatistically significant differences in cN (HR=23), histological grade 3 (HR=3.61), ypN (HR=3.62), p16 (HR=6.1) and p53
(HR=2.79). Multivariate analysis of post-MET biomarkers showed that negafive nuclear p16 expression (HR=4.79)and positive
p53 (HR=2.83)were independently associated with worse DRFS. In multivariate analysis of all clinico-pathological and molecular
factors, histological grade 3 (HA=2.82) was the sole DRFS independent factor.

Conclusions:

Megative nuclear p16 expression and positive ps3 post-MET were associated with worseDRFS. Whenall clinico-pathological and
maolecular factors were analysed, G3 was the sole DRFS independent factor. Patients with G3, negative p16 or positive p53 after
MNET could probably benefit from adjuvant chemotherapy or CDK 4-6 inhibitors freatment. In our series, we did not find usefulness
in analysing ER, PR and Ki67 post-NET changes to predict DRFS.
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Anexo [l

Prognostic value of PAM50 in residual breast cancer Attend this session at the

following neoadjuvant endocrine therapy (NET): A 2013 ASCO Annual Meeting!
retrospective analysis with long follow-up. Session: Breast Cancer—LocalRegionaliAdjuvant
Sub-category:

Type: Poster Sessi
Neoadjuvant Therapy ype: Foster Session

Time: Sunday June 2, 8:00 AM to 1100 AM
Category:

Breast Cancer—LocalRegional/Adjuvant
Location: Hall A

Meeting:
2012 ASCO Annual Meeting

Abstract No:
575

Poster Board Mumber:
Poster Session (Board #87)

Citation:
J Clin Oncol 37, 2018 (supgpl: abstr 575)

Author{s): Miguel J. Gil Gil, Francisco Javier Perez, Teresa Soler Monso, Tomas Pascual, Patricia Galvén, Laia Pare, Anna Petit, Catalina Falo, Agostina Stradella. Maria Jesds Fla, Ramon
Salazar, Aleix Prat; Breast Cancer Unit & Medical Oncology Department, Institut Catala d'Oncologia, IDIBELL, Barcelona, Spain; Clinical Research Unit, Institut Catala d'Oncologia, Barcelona,
Spain; Bresat Cancer Unit & Pathology Department, Hospital de Bellvitge, Bareelona, Spain; Department of Medical Oncology, Hospital Clinic of Barcelona, Barcelona, Spain; Depariment of
Medical Oncology, Hospital Clinic de i ics and Targeted Therapeutics in Solid Tumors. August Pi | Sunyer Biomedical Research Institute (IDBAPS), Barcelona,
Spain; Breast Cancer Unit & Pathology Department. Hospital de Bellvitge, Barcelona, Spain; Breast Cancer Unit Medical Oncology Department. Institut Catala D'Oncologia, L'Hospitalet de
Liobregat, Barcelona, Spain; Breast Cancer Unit, Department of Medical Oncology. Institut Catald d'Oncologia. Barcelona, Spain; Breast Cancer Unit & Gynecology Department, Hospital de
Bellvitge, Barcelona, Spain; Medical Oncology Department. Institut Catald D'Oncologia, L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain; Department of Medical Oncology, Hospital Clinic de
Barcelona. Translational Genomics and Targeted Therapeutics in Solid Tumors, Awgust Pi i Sunyer Biomedical Research Institute (IDIBAPS). SOLTI Breast Cancer Cooperative Group, Barcelona,

Spain

Abstract Disclosures
Abstract

Background: NET is gaining more acceptances for the management of hormonal receptors (HR)-positive breast cancer (BC). To date, the decrease of Ki-37 and PEPI score are the only
prognostic factors assodiated with relapse-free survival after NET. PAMS0 is a validated prognostic testin newly diagnosed BC; however, its value in residual tumars after NET is currently
wnknown. Methods: We took tumor tissues from patients of a rerospective study of 118 postmenopausal women with HR-positive stage [HIIBC. Patients were diagnosed from 10897 to 2009 and
were freated with MET for a median duration of 8.5 months. Median age was 74 (83-83). After NET all patients und urgery (73% i Adjuvant treatment were endocrine fherapy
in 100%, radiotherapy in 76.5% and chemotherapy 7%. Median follow-up from surgery was 112 months. Median follow-up from surgery was 112 months. We observed 28 (24%) of distant relapses
and 75 deaths (44 without cancer). Median overall survival was 12348 months. RNA was extracted from FFPE tumor tissues of surgical specimens. A panel of 55 BCrelated genes, including the
research-based PAMS0 assay (subtypes, ROR-S and ROR-P pre-defined cutpoints), androgen receptor (AR}, immune genes (CDBA, CD4, PDL1 and PD1). Uni- and multi-variable Cox models
were used to evaluate the assodiation of each variable with distance recurence free interval (DRFI). Results: PAMS0 subtype distibution: Luminal A 54.3%, Momal-like 24 3% ; HER2-enriched
16.5%. Luminal B 1% and basal 1%. Distribution of ROR-5 groups was Low 84 %, medium 30%and high 6%. Distibution of PEP score was: 0 in 43%. 3 in 37% and @ in 20%. Among the different
variables explored, PEF score 0 (HR 0.27 [05%IC 0.08-0.79] p=0.001}, low ROR-5 (HR 0.3 [85%C10.17-0.81] p=0.001} and high AR expression (HR 0.71 [05CI 0.53-0.88] p=0.007) were
significantly associated with lower DRF in univariate analyses. After adjusting for PEPI {with or without Mormal-like tumors), ROR-5 and AR remained significantly associated with outcome.
Conclusions: PAM30 ROR-5 and AR expression in residual tumors after NET provide indep ] i il ion beyond PEPI. With further validation, these biomarkers could help

linici. in the decisi king of adjuvant ch therapy.
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