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1. Introduccion



1.1 Generalidades del cancer de mama

1.1.1. Epidemiologia del cancer de mama

El cdncer de mama (CM) es el tumor con mayor incidencia en Europa, en 2012 se
diagnosticaron 458.718 casos nuevos (1). En Espafia fueron 25.215, ocupando una
posicion intermedia entre los paises de Europa Oriental y Occidental, con una tasa
estandarizada de incidencia de 67.7 casos por 100.000 mujeres tal y como se
evidencia en las figuras 1 y 2 (2). La probabilidad que presenta una mujer de
desarrollar un CM a lo largo de la vida es de una de cada ocho mujeres (8-11.7%)
(2)(2)(3)(4). En los ultimos 30 afos, la incidencia del CM muestra una tendencia
ascendente con un incremento del 2-3% anual, justificado posiblemente por el
incremento de la esperanza de vida media, cambios en los patrones reproductivos y
en los habitos de vida, junto a un aumento en la administracion de forma
indiscriminada y durante largos periodos de tiempo de terapia hormonal sustitutiva

en mujeres postmenopausicas en paises desarrollados como Estados Unidos (5).
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Figura 1.Cancer de mama es el tumor con mayor incidencia en mujeres en Europa. Tomada de web

GLOBOCAN (1)
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Figura 2. Incidencia de cancer en mujeres espafiolas en el afio 2012 (Porcentaje). El CM representa
el 29% de todos los cdnceres en las mujeres espafiolas. Tomada de Las cifras de Cancer en Espafia

2016(2)

En el afio 2012 fue la primera causa de muerte por cancer en mujeres en Espafia
(6.075 muertes) seguido en segundo lugar por el cancer de colon (5.985 muertes)
(GLOBOCAN 2012) (figura 3). La tasa de mortalidad por CM en Espafia aumenté hasta
el inicio de los afios 90, alcanzando un pico de 25 por cada 100.000 mujeres y
descendiendo posteriormente un 2% anual desde 1993. En un periodo de
seguimiento entre los afos 1952-2011 se produjeron dos puntos de descenso
marcado en los afios 1993 y 2000, manteniéndose la curva estable en el afio 2005,
debido al desarrollo de programas de diagndstico precoz y avances en las técnicas

diagnésticas, tratamiento quirdrgico, radioterapico y sistémico (6).
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Figura 3. Mortalidad estimada por tipo de cancer en mujeres (porcentaje). Tomada de las cifras de

Cancer en Espaiia 2016 (2)

Respecto a la supervivencia global (SG), segun los datos recientes del estudio
EUROCARE-5, entre los afos 1999-2007 la SG estimada por CM en el primer afio
después del diagndstico es del 96%, disminuye progresivamente hasta un 86% a los

tres afios y al 82% tras cinco afios (7).

Una excelente fuente de datos epidemioldgicos nacional es el estudio retrospectivo
“El Alamo” desarrollado por el grupo Espafiol de Investigacién en Céncer de Mama
(GEICAM), que recoge datos demograficos, evolutivos y terapéuticos de 10.675
pacientes diagnosticados de CM en 35 hospitales espafioles entre 1990 y 2000.
Existen tres registros diferentes que incluyen periodos de tiempo consecutivos: El
Alamo | recoge datos de pacientes diagnosticados entre 1990-1993; El Alamo Il entre
1994-1997 y el mas reciente EI Alamo IIl entre 1998-2000. La supervivencia descrita
en el Alamo Il a los cinco afios tras el diagndstico fue superior al 80%. Una
comparaciéon entre los estudios Alamo | y Alamo Il muestra un incremento
estadisticamente significativo de la supervivencia en el segundo estudio (83% a los 5

afios) respecto al primero (75% a los 5 afos), debido posiblemente al incremento de



casos diagnosticados en estadio |, pero, también a mejoras terapéuticas, tal y como

estudios anteriores habian evidenciado (8).

Multiples factores de riesgo se han descrito implicados en el desarrollo de la
enfermedad y son determinantes en el tratamiento y prondstico de la misma; entre
ellos encontramos: predisposicion genética, edad avanzada, menarquia precoz,
menopausia tardia, nuliparidad, consumo de alcohol o tabaco, dieta rica en grasas,
obesidad, ausencia de ejercicio fisico, uso de terapia hormonal sustitutiva,
enfermedad mamaria proliferativa, carcinoma de la mama contralateral o

endometrio, radiaciones ionizantes sobre torax (8-23).

En cuanto a la predisposicidon genética, los antecedentes familiares representan un
factor de riesgo para el cdncer de mama; entre el 5y el 10% de los cadnceres de mama
son atribuibles a la herencia de un gen autosdmico dominante. La probabilidad de la
herencia genética aumenta cuando son multiples los familiares afectados y el cancer
aparece a edades tempranas. Las mutaciones de la linea germinal en: los genes
BRCA1-BRCA2, el gen supresor tumoral p53 y el gen ATM (ataxia - telangiectasia)

explican la mayor parte de los canceres familiares con herencia autosémica (24,25).

1.1.2. Historia natural del cancer de mama

Existen multiples factores implicados en las modificaciones de las células del tejido
normal hasta su evolucién al CM. No hay una causa Unica sino que es el resultado de
la acumulacion de cambios genéticos y epigenéticos los que conduce a que una célula
normal adquiera caracteristicas tumorales. El crecimiento celular es un proceso
regulado que responde a las necesidades especificas del organismo. En ocasiones, tal
y como ilustran las figuras 4 y 5, debido a causas tanto exégenas como enddgenas, los
controles que regulan la multiplicacién celular, desde proliferacidon celular, muerte
celular y la angiogénesis entre otros, no funcionan adecuadamente y una célula

empieza a crecer de forma descontrolada originando lo que conocemos como



neoplasia, cancer o “tumor” (26). En la ultima década se han afiadido otras
caracteristicas como son el metabolismo energético, la inflamacién y la capacidad de

estas células de evitar la reaccién inmune del organismo huésped (27).
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Figuras 4 y 5. Alteraciones celulares que confieren malignidad. Tomada de Hanahan y Weinberg(27).
Las células tumorales han de presentar seis alteraciones esenciales en su fisiologia que

conjuntamente comportardn crecimiento maligno.

El tejido mamario sufre una acumulacién de estos cambios genéticos y epigenéticos
gue convierten a una célula normal en una célula neopldsica atravesando por
diferentes etapas histopatoldgicas en funcidn de caracteristicas morfolégicas e
inmuno-histoquimicas, como son: la hiperplasia benigna, la hiperplasia atipica, el
carcinoma ductal in situ o no infiltrante y finalmente el carcinoma infiltrante. El
proceso de iniciacion, progresién y desarrollo hasta la metastasis tumoral es

desconocido (26,27).

En el CM invasivo o infiltrante, en la historia natural de la enfermedad van a influir
tres aspectos: velocidad de crecimiento del tumor, vias de diseminacion local y vias de
diseminaciéon a distancia. Como todos los tumores de naturaleza epitelial, los
principales mecanismos de diseminacion del CM son la via linfdtica y la via
hematogena, responsables respectivamente de las recaidas loco-regionales (RLR) y
recaidas a distancia. El prondstico de la paciente sera peor cuanto mayor es el tamafio

tumoral y mayor nimero de metdstasis ganglionares axilares (9,28).

Desde el desarrollo de los programas de diagnodstico precoz, aproximadamente el 90%
de los CM son diagnosticados en estadios localizados y localmente avanzados, tan
s6lo el 10% presentan diseminacion a distancia al diagnodstico (8). En cuanto al
tamafio tumoral mas de la mitad de los mismos se trataran de tumores menores a 5
cm. El 60% de los pacientes no presentaran afectacion ganglionar. Por otro lado, en el
CM avanzado las localizaciones metastdsicas mas frecuentes son el esqueleto dseo,

pulmén, higado, ganglios y sistema nervioso central (8,10).

Entre los factores prondsticos importantes del CM se encuentran la edad de Ia

paciente, el tamafio del tumor, la presencia de metastasis a ganglios linfaticos, el



subtipo histoldgico, el grado histoldgico y la expresion en el tejido tumoral de
receptores hormonales (RH), estrégenos (RE) y progesterona (RP), asi como el gen
HER2/neu y su proteina correspondiente HER2 (29,30). Estos ultimos han cobrado
gran relevancia en los ultimos afios, siendo objeto de investigaciones debido a que
influyen de manera significativa en el prondstico de la paciente y en la conducta

médica que se debe seguir (31,32).

1.1.3. Clasificacidn histoldgica

La clasificacion histoldgica del CM se basa en la evaluacion histopatoldgica de las
muestras obtenidas mediante puncidn, biopsia o intervencién quirdrgica. La mas
empleada es la clasificacion WHO (World Health Organization Classification of

Tumours) / OMS (Organizacion Mundial de la Salud) 2012 (33) (Anexo ).

En el CM, con diferencia, los dos subtipos histolégicos descritos con mayor frecuencia
son el subtipo ductal que abarca el 80-85% de los casos y el lobulillar (15-20%).
Ambos los dividiremos segln su capacidad invasiva en infiltrantes y no infiltrantes o in

situ.

1.1.3.1. Carcinoma ductal

a) Carcinoma ductal in situ (CDIS). Se trata de una proliferacidn no invasiva que

representa el 15-20% de todos los CM (34) (figura 6).



Figura 6. Carcinoma ductal in situ.

b) Carcinoma ductal infiltrante. El carcinoma ductal infiltrante (CDI) es la forma
invasiva del carcinoma ductal y como se ha comentado previamente es el

subtipo histolégico mas frecuente del CM (35) (figura 7).

Figura 7. Carcinoma ductal infiltrante.

1.1.3.2. Carcinoma lobulillar

a) Carcinoma lobulillar in situ (CLIS). Se trata de un subtipo poco frecuente,

representando el 0.5-4% de todas los CM (36) (figura 8).



Figura 8. Carcinoma lobulillar in situ.

b) Carcinoma lobulillar infiltrante. El carcinoma lobulillar infiltrante (CLI) se
origina en los acinos glandulares y representa el 5% de los CM y con

frecuencia es multicéntrico y bilateral (37) (figura 9).

Figura 9. Carcinoma lobulillar infiltrante.

1.1.4. Clasificacion Inmuno-histoquimica y molecular

El CM no puede ser considerada como una enfermedad Unica, y por tanto, con un
idéntico tratamiento en cualquier escenario. Con el conocimiento de factores como el
grado histoldgico, el indice de proliferacién, la expresion de RH y mas recientemente
de la proteina HER2, podemos combinar estos tres aspectos y clasificar el CM en

diferentes subtipos con un tratamiento especifico para cada uno de ellos.
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La sobre-expresion de los RH, RE y RP, se considera como el mejor marcador
prondstico y predictivo en esta enfermedad y define una poblacién de pacientes con
CM candidatas a recibir una terapia hormonal (38). A finales del siglo XIX el doctor
Beatson objetivd tras la extirpacion de los ovarios en una paciente con CM una clara
reduccidn en el tamaio tumoral. Fue la primera sefial de la dependencia de este tipo

de neoplasia de las hormonas femeninas.

Multitud de estudios han confirmado que la SG y la supervivencia libre de progresion
(SLP) son mayores en pacientes con CM RE+/RP+, esto junto a la existencia de
terapias hormonales especificas obligan a su determinacién en la practica clinica
habitual. La sobre-expresidn de RE se asocia también con tumores bien diferenciados.
El RP parece ser un factor predictivo independiente, en especial en mujeres
postmenopausicas, donde su falta de expresion se traduce con un peor prondstico

(39,40).

Los genes que codifican los receptores de factores de crecimiento son uno de los mas
alterados en el proceso de carcinogénesis, siendo su amplificacion una de las
alteraciones celulares mas conocidas, y en particular la del gen HER2/neu. Entre el
15-25% de los canceres de mama tienen el gen HER2/neu amplificado, lo que produce
una sobreexpresion de la proteina HER2. Estos son los tumores que se conocen como
HER2 positivo (41). La proteina HER2 es una glicoproteina transmembrana de 185
kilodaltons (KD), con actividad de receptor tirosin-quinasa; pertenece a la familia de
los EGFR (epidermal growth factor receptor: receptor del factor de crecimiento
epidérmico,) y, junto con los otros tres miembros de esta familia, interviene en el
crecimiento, la diferenciacién y supervivencia celular (42). A diferencia de otras

proteinas de la familia, HER2 no tiene ningun ligando extra-membrana conocido.

La sobre-expresion de HER2 es debida a una amplificacién del gen HER2/neu, que se
produce en las fases tempranas de desarrollo del CM, presentandose con mas

frecuencia en el carcinoma ductal in situ (41). La amplificacién del gen HER2/neu

11



produce un aumento de los niveles de acido ribonucleico mensajero ARNm de HER2 y
la sobre-expresién del receptor HER2 en la superficie celular, de manera que los
niveles de proteina HER2 son superiores en la superficie de las células HER2 positivas

gue en el epitelio mamario normal.

Los tumores HER2 positivos se caracterizan por la sobre-expresion de genes
relacionados con una mayor agresividad biolégica, como los implicados en procesos
de protedlisis y angiogénesis. Por todo ello, los tumores HER2 positivos siempre han
estado relacionados con un peor prondstico, tanto en la supervivencia libre de
enfermedad (SLE) como a la SG. Ademas, existen datos confirmando que HER2 es un
importante factor predictivo de resistencia a la quimioterapia y al tratamiento

hormonal en el cancer de mama (43,44).

Como consecuencia de los hallazgos en relacion a la amplificacion del gen HER2/neu,
se incorpord la determinacién de HER2 a la practica clinica habitual. Existen varios
métodos para determinar el estado de HER2. La técnica mas utilizada en nuestro
medio, debido a su elevada sensibilidad y especificidad, y a que es la mds econdmica,
es la técnica de inmuno-histoquimica (IHQ), que determinan la sobre-expresién de la
proteina HER2 en el tejido tumoral. La intensidad de la tincién es valorada por un
observador mediante una escala semi-cuantitativa que va de 0 (ausencia de
deteccidn) a 3 (expresion intensa). Se considera que HER2 es positivo cuando el valor

es 3+, es negativo si 0 6 1+ y dudoso en caso 2+.

La técnica de FISH (fluorescent in situ hybridation) permite discriminar la positividad
en los casos de IHQ 2+, debiéndose realizar de forma obligatoria en estos casos con
IHQ 2+ y consiste en la deteccién de la amplificacidon del gen HER2/neu. Este método
permite evaluar directamente el numero de copias del gen, utilizando sondas
marcadas de ADN complementario para detectar las secuencias especificas por
hibridacidon y comparandolo con un control, Es necesario para una determinacion

adecuada: un ratio mayor de 2 con un contaje de al menos 500 nucleos. Esta técnica
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tiene una elevada sensibilidad vy especificidad, superior a la IHQ, pero por el
contrario, es mas cara y no esta disponible en todos los centros; con ella se obtiene

resultados cuantitativos y objetivos, es decir, el resultado es positivo o negativo.

En la practica, la mayor parte de los diagndsticos de rutina se realiza mediante
hemotoxilina-eosina (HE) y técnicas de IHQ. Diversos estudios sugieren que, con un
limitado nimero de marcadores inmuno-histoquimicos (RE, RP, HER2, queratinas
basales o de alto peso molecular, queratinas luminales o de bajo peso molecular, P63
y EGFR como marcadores mds relevantes, grado histolégico, marcadores de
proliferacion como KI-67), se pueden catalogar los carcinomas de mama en subtipos
equivalentes a aquéllos basados en perfiles de expresion génica (45,46). La ventaja
del estudio IHQ es que utiliza marcadores que se encuentran disponibles en la
mayoria de los servicios de Anatomia Patoldgica y por otro lado, puede aplicarse

sobre material archivado del que se puede obtener informacidn clinica y evolutiva.

En este sentido, el analisis conjunto de la expresidon de RE, RP, HER2 y Ki67 con punto
de corte del 14% ofrece un grado de concordancia del 70-80% al comparar el subtipo

inmuno-histoquimico y molecular (45) (tabla 1).

Tabla 1. Subtipos histoldgicos /moleculares del cdncer de mama infiltrante. Tomada de Cheang y
col(45).

Subtipo RE RP HER2/neu indice proliferacién ( Ki-67)
Luminal A + y/o + - Bajo (<14%)
Luminal B + y/o + - Alto (>14%)

HER2 - - + Alto
Basal - - - Alto

RE: receptores estrogénicos, RP: receptores progesterona, HER2: proteina her2, Ki67: indice de

proliferacién celular tumoral.
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En el momento actual, nos encontramos en un periodo de transicion donde el
analisis de los perfiles de expresidn génica se estd incorporando a la practica habitual.
Estas técnicas moleculares, podrian ofrecer mayor informacidn al clasificar el CM, sin
embargo, en la mayoria de los hospitales su uso se encuentra limitado ya que son

técnicas caras y pendientes de una validacidn definitiva.

Desde hace unos anos se conoce que la diversidad clinica y prondstica en el CM se
establece a nivel molecular y que tumores con caracteristicas clinicas y patoldgicas
similares pueden tener comportamientos diferentes. Sofisticadas tecnologias como
los microarrays de expresion génica permiten analizar simultdneamente la expresion
de miles de genes para crear un “retrato” molecular del tumor. Perou y colaboradores

(col)(46) fueron los primeros en mencionar esta nueva clasificacion.

A través del andlisis de microarrays de cDNA de 38 CM el Grupo de Stanford definio
una lista de genes que reveld la existencia de cinco subtipos moleculares de CM:
Luminal A y B, Basal-like, Claudin-Low y HER2 (46). Cheang y cols estudiaron 357 CM
confirmando la existencia de los 5 subtipos moleculares y su correlacién la IHQ (45).
La plataforma gendmica que analiza 50 genes y permite clasificar el CM en estos
subtipos moleculares se conoce como PAMS50. Sus principales caracteristicas se

describen en la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacién IHQ y comportamiento de los subtipos histolégicos del cdncer de mama
infiltrante.

Subtipo Inmunofenotipo Comportamiento

Luminal A RE(+) y/o RP (+) Subtipo mds comun

(50-60%) HER2/neu(-) Bajo grado histoldgico
CK 8/18 (+) Buen pronéstico

Respuesta hormonal
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Luminal B RE(+) y/o RP (+) Mayor grado histolégico e indice
proliferativo

(10-20%) HER2/neu(+)
Quimiorresistentes
Relativamente hormonorresistentes
Basal-like RE(-) y/o RP (-) Subtipo agresivo. Mal pronéstico
HER2/neu(-) Alto grado histoldgico
CK 5/6 (+) y/o EGFR (+) Alto indice mitdtico
Vimentina (+) Riesgo en edades tempranas
Buena respuesta a quimioterapia
Her2 (+); RE(-) y/o RP (-) Menos comun. Altamente agresivo
RE(-)
HER2/neu(+) Alto grado histoldgico
(10-15%)
Riesgo en mujeres < 40 afios
Muy quimiosensibles
Claudin - Baja expresion de claudina Alto grado (medular, metaplasico)
Low 3,4,7,cingulina y E-cadherina
Mal prondstico
(12-14%)

Quimiosensibilidad intermedia entre
basal y luminal

RE: receptores estrogénicos, RP: receptores progesterona, HER2/neu: proteina her2, CK:

citoqueratinas, EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico.

La importancia prondstica de esta subclasificacion radica en que siendo los subtipos A
y B ambos de buen pronéstico, el tipo B responde peor al tratamiento sistémico que
los tumores Luminales A. La supervivencia SLE descrita a los 10 afios para el subgrupo
Luminal A es del 70% y desciende al 53% para los tumores Luminal B y al 51% para los

HER2 (45,47).
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1.1.5. Estadificacion

La American Joint Commitee on Cancer (AJCC) (48) clasifica los CM atendiendo a la
clasificacion TNM. La clasificacion refleja tres caracteristicas que aportan un valor
prondstico, tamafio tumoral (T), afectacién ganglionar loco-regional (N) y metastasis a

distancia (Anexo II-VI).

1.1.6. Tratamiento quirurgico del cdncer de mama en estadios iniciales

Los estadios I-1l del CM incluyen tumores de hasta 5 cm con y sin afectacion axilar y
tumores mayores de 5 cm sin afectacion axilar. Hasta los afios 80-90 la cirugia radical,
mastectomia radical modificada (MRM) fue la técnica de eleccion. Sin embargo, la
aparicion de ensayos clinicos randomizados que demostraron la equivalencia entre
MRM vy la combinacion de cirugia conservadora (CC) y radioterapia (RT) adyuvante
hizo que el tratamiento conservador se convirtiera en la opcidn terapéutica de
primera eleccion(49-54). Asi, la cirugia conservadora de la mama debe ser la primera
eleccion en tumores de hasta 5 cm siempre que no exista alguna de estas

contraindicaciones:

- Inadecuada relacién tamafio tumoral/volumen mamario.

- Tumores multicéntricos (dos o mas tumores en cuadrantes
diferentes).

- Microcalcificaciones difusas de aspecto maligno.

- Radioterapia previa sobre regidn toracica.

- Gestacion.

- Persistencia continuada de margenes positivos tras reiteradas
cirugias.

- Enfermedades asociadas como lupus eritematoso activo y

esclerodermia.
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Los objetivos del tratamiento conservador en el CM infiltrante son la exéresis
completa del tumor con mdrgenes libres y un resultado cosmético aceptable. Este
tipo de intervencién consiste en la extirpacion del tumor con un margen de tejido
mamario sano manteniendo intacto el resto de la mama. Incluyen dos tipos de
técnicas basicas como la tumorectomia (extirpacion del tumor y un margen de tejido
sano) o bien una cuadrantectomia (extirpacién de un cuadrante de tejido mamario en

el que se incluye el tumor).

La exploracién clinica y ecografica de la axila, con puncién citolégica de las
adenopatias sospechosas, aporta la informacidén necesaria para el planteamiento de
la técnica quirdrgica a nivel ganglionar. La biopsia selectiva del ganglio centinela (GC)
debe ser la técnica de estadificacién axilar en caso de no haber enfermedad axilar
(55), mientras que, cuando hay confirmacién histoldgica de metdstasis axilares, debe

indicarse la linfadenectomia de al menos los niveles | y Il de Berg.

La técnica de la BSGC ha supuesto una mejor estadificacion porque el estudio
histolégico de los ganglios es mas minucioso tanto con las tinciones habituales como
con las técnicas de IHQ. Muy recientemente se ha empezado a utilizar un método
estandarizado para la deteccion de metdstasis en el GC (One Step Acid Nucleic

Amplification, OSNA®) (56).

El método OSNA consiste en una transcripcion inversa del mRNA de Citoqueratina 19
con amplificacion de acido desoxirribonucleico (ADN) evitando asi los pasos de
extraccion y purificacidon de acidos nucleicos. Permite el estudio intraoperatorio del

GC en un tiempo aproximado de 30 minutos.

La presencia de macrometastasis (lesion > 2 mm) en el GC serd indicacién de
linfadenectomia axilar, mientras que el hallazgo de micrometdstasis (lesiones entre
0,2 mm - 2 mm) o células tumorales aisladas (grupos de células tumorales < 0,2 mm)

en el GC no implica la linfadenectomia.
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Esta recomendacion puede cambiar en los préximos afios, ya que la reciente
publicacion de un estudio fase Ill por Giuliano ha demostrado que en pacientes con
ecografia axilar negativa en los que tras la realizacion tumorectomia y exéresis del GC
axilar (seguido de radioterapia adyuvante) existe afectacion metastasica en 1-3
ganglios, no existen diferencias en términos de SLE y SG entre los pacientes que

completan un posterior vaciamiento axilar y aquellos que no (57).

En la siguiente figura se muestra el algoritmo terapéutico recomendado para el
tratamiento local de los CM en estadio localizado. En los tumores que por su tamafio
no permiten un tratamiento conservador, el tratamiento neoadyuvante, previo a la

cirugia, pasara a ser el primer eslabdn en la cadena del tratamiento.
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CMEstadio I-ll

T<3cm:
Valoracion clinico- T> 3cm
ecografica+ PAAF
axilar
: |
| 1
Axilanegativa Axilapositiva QP
CC+BSGCyvs CC+LA Vs Valoracion de
MS + BSGC + RPM MRM respuesta(mamo
|
| ]
Norespuestao
GC+ GC- RP/RC progresion
T<3cm:CC+LAVvs T>3cm: MRM+
LA NoLA ) B
MRM+ RPM RPM

Figura 10. Algoritmo del tratamiento quirurgico del cdncer de mama en estadios iniciales.

CC: Cirugia conservadora, GC: Ganglio centinela, QP: Quimioterapia primaria, RP: Respuesta parcial,

RC: Respuesta completa, LA: Linfadenectomia axilar, MS: Mastectomia simple, MRM: Mastectomia

radical modificada, RPM: Reconstruccién postmastectomia.
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1.1.7. Tratamiento radioterdpico adyuvante del cancer de mama

Multiples estudios aleatorizados han demostrado de forma concluyente que Ia
irradiacién de la mama reduce de forma significativa el porcentaje de recidiva local
después de CC en el CM (tasa RLR 5-10% vs. 20-40%) (58,59) consiguiendo un buen

resultado cosmético y una supervivencia equivalente.

Existe clara evidencia sobre la equivalencia entre CC seguida de radioterapia
adyuvante o la MRM en el tratamiento del CM invasivo. Tal y como muestra la tabla 3,
existen seis ensayos aleatorizados en los que se comparan ambas opciones. La dosis
administrada de RT es de 45-50 Gy (grays) en la totalidad de la mama, seguido de
sobredosificacion (boost) del lecho quirdrgico hasta una dosis igual o mayor a 60 Gy
(en todos excepto en el estudio NSABP0O6, que no incluyd boost). Globalmente no se

objetivan diferencias significativas en términos de SG (49-54).

Tabla 3. Supervivencia global y recaida loco regional en estudios que comparan la mastectomia

radical con la cirugia conservadora.

Tto. n Seg.  RLR P SG P
(afios)

Milan®  CC+RT 352 2,8% Noconsta 87%
MRM 880 ©  16% 929 HRO.96

NSABP>° cc 634 35% p<0,001 58%
CC+RT 628 10 % 62% P057

MRM 589 12 8% 60 %

Dinamarca’> CC+RT 430 79 %

MRM 429  © 82 %

EORTC>  CC+RT 466 13,4 20% 65 %
MRM 436 129 P00l g5 P=011
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NCI CC+RT 121 101 5% 77 %
MRM 116 10% P07 459 P=089
IGR** CC+RT 88 145 9% 73 %
MRM 91 149% P04 554 P=019

Tto: Tratamiento; Seg: Seguimiento; SG: supervivencia global; MRM: mastectomia radical
modificada; CC: cirugia conservadora; RT: radioterapia; n: tamafio muestral; p: p-valor; HR: haza

ratio, RLR: recaida loco regional.

Un estudio reciente ha corroborado que la CC seguida de RT es equivalente a MRM en

términos de SG (80,9 vs 77,2%, respectivamente) (60).

Referente al tratamiento de sobreimpresion o boost sobre la cicatriz puede realizarse
con braquiterapia, que consiste en la aplicacién de irradiaciéon en el lecho tumoral
mediante vectores de pldstico con material radioactivo, habitualmente iridio-192.
Tradicionalmente se utilizaba “baja tasa” obligando al aislamiento de las pacientes.
Actualmente la técnica empleada es de “alta tasa” dando dosis elevadas en un menor
espacio de tiempo, pocos minutos, y habiendo demostrado su utilidad consiguiendo
bajas tasas de RLR en pacientes de todas las edades, con cifras entre 1,5% a los 5 afios

y 5,9% a los 10 afios (61).

El papel de la irradiaciéon de las cadenas ganglionares es un tema de controversia
actual. Existe consenso internacional de la indicacion de RT sobre pared costal y fosa
supraclavicular tras mastectomia en pacientes con tumores mayores de 5 cm (62,63).
En el estudio Danés 82b en las 234 pacientes con un tamafio tumoral mayor de 5 cm,
la RT tras mastectomia se asocid a una reduccion de la tasa de RLR (del 42% al 12%;
HR=0.28) y una mejora en la tasa de SG a los 10 afios (del 33% al 40%) (62). En el
estudio Danés 82c en las 161 pacientes con un tamafio tumoral mayor de 5 cm, la
asociacién de RT tras mastectomia se acompaiid de una reduccidon de la tasa de

recidiva local (del 34% al 10%; HR=0.29) (63).
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Desde el afio 2014, con la publicacidn del meta-andlisis del Early Breast Trialist’s
Collaborative Group (64) esta indicada la RT en pacientes tras mastectomia con
tumores menores de 5cm y con afectacidn ganglionar en 1-3 ganglios axilares. Asi en
1314 mujeres se redujo la RLR (riesgo relativo (RR) 0.68, IC 95% 0-57-0-82, p=0.00006)
y la mortalidad por CM (RR 0.80, IC 95% 0.67-0.95, p=0.01)(59).

1.1.8. Tratamiento sistémico adyuvante del cdncer de mama

1.1.8.1. Quimioterapia adyuvante

La vision del CM como enfermedad sistémica, reflejado en la presencia de
micrometastasis en las fases mads iniciales del tumor, justifica la utilidad del
tratamiento complementario para obtener una disminucidn de los riesgos (recidiva y
muerte) y en definitiva, obtener una potencial curacién de la enfermedad. Tras 20
afos de seguimiento, el estudio del Instituto del Cancer de Milan basado en el
esquema de quimioterapia CMF (Ciclofosfamida, Metotrexate, 5-fluorouracilo)
demostré ventajas en SG en las mujeres tratadas con quimioterapia frente a las no

tratadas (RR=0.76; IC 95%: 0.60-0.97; p=0.03)(65).

En los afos 80 se inician los ensayos que incorporan esquemas con antraciclinas. En el
estudio NSABP B-15 se confirmé la equivalencia en beneficio entre cuatro ciclos de AC
(Antraciclinas, Ciclofosfamida) y 6 ciclos de CMF en tumores con afectacién axilar
ipsilateral(66). Posteriormente se publicaron los resultados de un estudio que incluyé
985 mujeres que fueron randomizadas a seis ciclos de FAC (5-fluorouracilo,
adriamicina, ciclofosfamida) versus seis de CMF. En el grupo con ganglios negativos la
SLP y OS fue superior en el brazo de antraciclinas, sin embargo, esta ventaja no se

observé en el subgrupo con afectacion axilar (67).

Tras el periodo de las antraciclinas como tratamiento estandar del CM sin afectacion
axilar, siguio la era de los taxanos en el CM con ganglios positivos. En 1998 se

presentaron por primera vez datos de eficacia del estudio CALGB 9344, Este estudio
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comparaba la eficacia entre la administracion de 4 ciclos de AC con un esquema de 4
ciclos de AC seguidos de 4 ciclos de paclitaxel en pacientes con CM y ganglios
positivos. Se describid un incremento estadisticamente significativo en la SLP a 5 afios
del (77% vs 80%) en el brazo con paclitaxel, pero, este beneficio no no se tradujo en

un aumento en la SG a 5 afios (68).

El grupo GEICAM confirmé el beneficio de los taxanos en SLE tanto en ganglios
positivos como en ganglios negativos. El estudio GEICAM 9906(69) compard en
pacientes con ganglios positivos FEC (5-fluorouracilo, epirrubicina, ciclofosfamida) x 6
ciclos frente a FEC x 4 seguido de paclitaxel semanal x 8. El brazo con taxanos se
asocié a un incremento en la SLE del 85% vs 79% (HR=0.63; p=0.0008) con una
reduccion del riesgo de muerte del 22% (HR=0.78, 1C95%: 0.57-1.06; p=0.110). En el
caso de pacientes con ganglios negativos TAC x 6 fue superior a FAC x 6 en el estudio
GEICAM 9805 (70) en términos de SLE, con una reduccién del riesgo de recidiva del
32% (87.8% vs 81.8%; HR=0.68; IC 95%:0.49-0.93; p=0.01) sin impactar en SG.

Unicamente el estudio USO-9735 (71) comparé esquemas de antraciclinas (AC) frente
a taxanos (TC: docetaxel, ciclofosfamida) en pacientes con ganglios negativos y
positivos. Las pacientes que recibieron TC presentaron un beneficio significativo en
términos de SLE (86 vs 80%; HR 0.65; p=0.015) independientemente de la afectacion

axilar metastasica.

Finalmente en cuanto al esquema de taxanos de eleccidn el estudio de Sparano (72),
demostré que en pacientes tanto con ganglios positivos como negativos con
indicacion de quimioterapia adyuvante, los esquemas de paclitaxel semanal vy
docetaxel cada 3 semanas son superiores a paclitaxel cada 3 semanas y docetaxel

semanal.

En resumen, actualmente el esquema quimioterdpico adyuvante de eleccion debe

incluir antraciclinas y taxanos administrados bien de forma concomitante o secuencial.
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En casos seleccionados, como riesgo de recibir antraciclinas, una opcién a tener en

cuenta seria el esquema TC.

1.1.8.2. Tratamiento adyuvante en tumores HER2 positivo

Como se ha comentado previamente, aproximadamente el 15-25% de los CM son
tumores HER2 positivos. Trastuzumab (TTZ) es un anticuerpo monoclonal humanizado
dirigido contra el dominio extra-membrana de la proteina HER2. Cuatro estudios que
incluyeron un total de 11.000 pacientes, evidenciaron un claro beneficio de las
pacientes tratadas con TTZ de forma concomitante o secuencial a la quimioterapia
frente pacientes tratadas con quimioterapia: HERA(73), NSABP-B31/ NCCTG (74),
FinHer (75) y BCIRG 006 (76). El beneficio objetivado esta descrito tanto en términos
de SLE y SG, especialmente en los esquemas que administraron el TTZ de forma

concomitante con la QT respecto a la administracién secuencial (tabla 4).

Tabla 4. Estudios publicados con Trastuzumab adyuvante.

HERA NSABP- FINHER BCIRG006
B31/NCCTG9831
N 5081 1736/1615 1010 3222
NSABP31:
Ramas a)TTZ 1 afio a) AC-PC VNR/DC-FEC3 +/- a)AC-T
TTZ x 9 sem
Tto. b)TTZ 2 afios  b) AC-PC-TTZ b) AC-T+TTZ
c) c) AC-PC+TTZ c) TC+TTZ
Observacién
NCCTG9831:
a) AC-PC
b) AC-PC+TTZ
Mediana 1 afo 2 afios 5 afios 5 afios
seguimiento
96% vs 95,1%  p=0,015 96,4% vs 95,5% 87%
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SG HR 0,76 HR 0,67 p=0,15 92%

(p<0,001)
p=0,26 HR:0,66
91% (p=0,04)
85,8% vs  p<0,0001 91% vs 86% 75%
77,4%
SLP a 5 afios HR 0,48 HR 0,58 84%(p<0,001)
HR 0,54
p=0,005 81%(p=0,04)
p<0,0001
NSABPB31:4% vs
1,7%
RLR p=0,01
NCCTG9831: 2,7% vs
1,5%

Tto: Tratamiento; n: tamafio muestral; SG: supervivencia global; SLP: supervivencia libre de
progresién; RLR: recaida locorregional; p: p-valor; HR: haza ratio;TTZ: trastuzumab, PC: paclitaxel; T:
Docetaxel; TCH: docetaxel, carboplatino, trastuzumab; VNR: vinorelbina; FEC: 5-

fluorouracilo,epirrubicina, ciclofosfamid

1.1.8.3. Hormonoterapia adyuvante

1.1.8.3.1. Tamoxifeno

Tamoxifeno es un modulador selectivo del receptor de estrégenos y actia como
antagonista estrogénico en mama y como agonista en hueso, Utero e higado. Varios
estudios han apoyado su uso en adyuvancia en CM. El estudio NATO (Nolvadex
Adjuvant Trial Organization) (77) randomizé a 1.285 mujeres pre y postmenopausicas
con CM estadios | y Il a recibir tamoxifeno durante 2 afios o placebo. Tras 6 afios de
seguimiento se objetivd en las pacientes tratadas con tamoxifeno una reduccién
estadisticamente significativa del riesgo de recidiva del 36% (IC 95% 23-47%;
p=0.0001) y del riesgo de muerte del 29% (IC 95% 12%-42%; p=0.0062). El ensayo
NSABP B14 (78), en 2644 pacientes con CM sin afectacion ganglionar se aleatorizaron
a recibir tratamiento con tamoxifeno durante 5 afios o placebo. Tras 15 afos de
seguimiento la supervivencia libre de recidiva (SLR) fue del 78% en el brazo de

tamoxifeno y del 65% en el brazo de placebo (p<0.0001) mientras que la SG fue del
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71 vs 65% respectivamente (p=0.0008). Este beneficio fue independiente de la edad y
estatus menopausico de las pacientes. EI meta-analisis de Oxford incluyé 30.000
mujeres de 28 ensayos clinicos con CM con vy sin afectacién ganglionar que fueron
randomizadas a recibir o no tamoxifeno durante 5 afios. Tras 13 afos de seguimiento
se objetivd una reduccidn anual del 30% de la mortalidad por CM(RR= 0.70;

p<0.00001) (79).

La duracion mas allad de cinco afios ha sido apoyada por el estudio ATTOM (Adjuvant
Tamoxifen Treatment Offer More) y el estudio ATLAS (Adjuvant Tamoxifen Longer
Against Shorter) tras analizar recientemente los resultados a 15 afios de seguimiento.
En el primero se evidencid una reduccién del 25% en el riesgo de recaida y una
disminucién del 23% en el riesgo de muerte en las pacientes que recibieron
tamoxifeno durante 10 afios en comparacién con las que lo recibieron cinco afios.
Estos resultados fueron confirmados en el estudio internacional ATLAS (617
recurrencias a los 10 afios en 3.428 mujeres en el grupo con tratamiento prolongado

vs. 711 en 3.418 en las pacientes tratadas durante 5 afios) (80).

1.1.8.3.2. Inhibidores de aromatasa

El desarrollo de los inhibidores de la aromatasa (lA), enzima que sintetiza estrégenos
a partir de andrégenos, ha permitido una estrategia alternativa a la inhibicidn de los
estrégenos enddégenos en mujeres postmenopdusicas con CM o bien en mujeres pre-
menopausicas con supresidon quimica o quirdrgica de la funcidn ovdrica. Actualmente
disponemos de la tercera generacidon de IA, que incluye los IA no esteroideos
(anastrozol y letrozol) y los esteroideos (exemestano), estos ultimos con una unién
irreversible y covalente a la aromatasa. Multiples estudios han comparado la
actividad de los IA frente a tamoxifeno, ya sea desde el inicio del tratamiento

adyuvante o de forma secuencial (81,82).
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La tabla 5 refleja los datos de distintos estudios aleatorizados de hormonoterapia
adyuvante en mujeres post-menopausicas con CM precoz hormonosensible que
demuestran la superioridad de los IA frente a tamoxifeno, con mejoria significativa en

la SLP y una menor tasa de RLR (83-87).

Tabla 5. Estudios publicados con hormonoterapia adyuvante.

ATAC® BIG 1-98** IES®® ARNO®® MA17%
Esquema (afioy  a)5TAM a)2TAM+3LET  a)5TAM a)5TAM a)5TAM+5PLACEBO
tto) b)SANAS  b)5TAM b)2-3TAM b)2TAM b)STAM+5LET
C)2LET+3TAM +2-3EXE +3ANAS
d)5LET
N 6241 8028 4742 3123 5187
Ganglios 34% 41% 50% 27% 46%
afectos
RH+ 84% 99,8% 81% 100% 100%
0,87 0,81 0,68 0,59 0,57
SLP HR
(95%vs92)  (84%vs 81%) (91%vs (94,4% vs 89,9%)
86,8%)
P 0,01 0,003 0,001 <0,0009 0,001
RLR HR: 0,80 HR: 0,44 HR: 0,66 HR: 0,61

N: tamafio muestral; RH: receptores hormonales; SLP: supervivencia libre de progresion; HR: hazard

ratio; p: p-valor; RLR: recaida locorregional; TAM: tamoxifeno, LET: letrozol, EXE: exemestano, ANAS:

anastrozol.

1.2. Generalidades del tratamiento neoadyuvante del cancer de mama

1.2.1. Indicaciones del tratamiento neoadyuvante

La quimioterapia neoadyuvante (QNA) se define como el tratamiento sistémico antes
del tratamiento loco-regional definitivo del CM. Existen multiples sindnimos:
tratamiento primario sistémico, quimioterapia de induccién o quimioterapia
preoperatoria. Tradicionalmente, el uso del tratamiento sistémico primario o

guimioterapia neoadyuvante del CM fue establecido para pacientes con tumores
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localmente avanzados, donde la cirugia y/o radioterapia no podian controlar
localmente la enfermedad (88-90). Actualmente, el tratamiento neoadyuvante del
CM es considerado estandar para el estadio clinico Ill y en seleccionados casos de
estadios IIA y IIB con grandes tumores con el objetivo de incrementar la posibilidad
de una cirugia conservadora de mama (88,91). La QNA se comenzé a utilizar a finales
de la década de los sesenta, y los primeros resultados fueron publicados en los
setenta (89,90). Mds recientemente también se indica en tumores triple negativos
(TN) y HER2, mayores o iguales a 2 cm o con ganglios positivos, buscando alcanzar la
respuesta completa patolégica (RCp) como factor de buen prondstico a largo

plazo(88).

La indicacidon o no de la QNA, no solamente le concierne al oncélogo médico, sino
gue, es necesaria la colaboraciéon de un grupo multidisciplinario compuesto entre
otros por cirujanos, oncdlogos, radidlogos, patdlogos y radioterapeutas. La
participacidn conjunta de estas diferentes disciplinas ha incrementado el éxito

terapéutico de las pacientes con CM (92).

La combinacion de QNA  seguida de cirugia, radioterapia y tratamiento
hormonoterépico y/o anti-HER2 adyuvante en los casos indicados ha mejorado el
prondstico de estas pacientes (93). Ademads de mejorar las opciones de CC la QNA
permite evaluar la respuesta tumoral, lo cual hace que sea una excelente herramienta
para la evaluacién in vivo de la sensibilidad tumoral a los agentes de quimioterapia.
La ventaja mas clara en este aspecto es la capacidad de disminuir el tamafio tumoral
primario, que permite la CC y también la disminucidn de carga tumoral en los ganglios
linfaticos axilares. Ademas de todos estos beneficios, como posteriormente
desarrollaremos en profundidad en siguientes capitulos, aquellas pacientes que tras
el tratamiento neoadyuvante no reste tumor en la mama ni en la axila, definido como
RCp, presentaran un excelente prondstico a largo plazo. En base a este concepto, se

ha desarrollado la aprobacién acelerada de aquellos farmacos, tanto por la FDA (Food

28



and Drug Administration) y EMA (European Medicines Agency), que incrementen de

forma significativa la tasa de RCp (94).

Finalmente, la neoadyuvancia se ha convertido en el marco ideal para la busqueda de
factores prondsticos y predictivos de respuesta ya que nos ofrece una oportunidad
Unica para analizar y comparar multiples variables en tumores virgenes de

tratamiento antes, durante y tras el mismo.

En base a todo lo comentado los objetivos primordiales de la QNA son (95):

1. Convertir tumores irresecables en operables.
Incrementar la tasa de cirugias conservadoras.

Aumentar la tasa de respuestas completas patoldgicas.

oW

Obtener informacién in vivo de la respuesta a los agentes
terapéuticos.
5. Busqueda de factores predictivos y prondsticos.

6. Incrementar la supervivencia libre de enfermedad y global.

1.2.2. Cirugia tras tratamiento neoadyuvante

Uno de los objetivos principales de la QNA es aumentar la probabilidad de una CC en

una paciente inicialmente candidata a mastectomia.

Antes de iniciar el tratamiento neoadyuvante es necesario marcar previamente con
clips radio-opacos el lecho tumoral antes de empezar la QNA (96), especialmente si la
probabilidad de respuesta completa es alta como en los tumores TN o en los tumores
HER2 positivos que reciben TTZ; este hecho facilitara enormemente la labor de

cirujanos y patélogos.

En ocasiones, existen circunstancias que dificultan al finalizar el tratamiento la CC. Los

patrones de respuestas del tumor a la quimioterapia son complejos y heterogéneos,
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y oscilan desde una respuesta concéntrica hasta reducirse la enfermedad a un
pequefio nddulo (ideal para la CC) a respuestas fragmentadas con restos dispersos en
el lecho del tumor con gran riesgo de recidiva local si se realiza una cirugia

conservadora.

Otro aspecto a tener en cuenta es la cantidad de tejido mamario que debe extirparse
durante la tumorectomia en las pacientes que responden a la QNA. En esta
circunstancia, la cuestidon es si la extirpacion del tejido deberia tener en cuenta el
tamafio inicial del tumor o si deberia limitarse a un borde adecuado alrededor del
tumor residual tras la respuesta a la quimioterapia. La respuesta depende
generalmente de la configuracidn inicial del tumor (si el tumor inicial esta bien
delimitado o es irregular; de la presencia o ausencia de microcalcificaciones
sospechosas, que indicarian un componente intraductal extenso; del cociente
tamafio tumoral/tamafio mamarios y del resultado cosmético si fuera necesario
realizar una escisiéon amplia. Es sensato programar la tumorectomia de acuerdo con el
tamano tumoral residual tras la quimioterapia; sin embargo, se debe valorar
cuidadosamente el estado de los margenes quirlrgicos, y el cirujano debe estar
preparado para realizar una reseccion adicional si se detecta que los bordes estdn
afectados en la evaluacién anatomo-patoldgica. La valoracion del tipo de respuesta
(enfermedad estable, respuesta parcial o completa) y patron (concéntrica o
fragmentada) mediante técnicas de imagen, en especial por Resonancia Magnética

(RM), puede facilitar esta decision quirurgica (97,98).

Otro aspecto a valorar es el manejo de la axila; la implantacién de la técnica del
ganglio centinela en la cirugia del CM ha llevado a estudiar este procedimiento en el
escenario de la QNA y a discutir cual es el momento ideal para practicarla (99). La
mayor ventaja de realizar el ganglio centinela antes de la QNA es que asegura un
correcto estadificacidn axilar antes del tratamiento. Los resultados de los estudios de
QNA sefalan que ésta erradicara entre el 20 y el 40% de la inicial enfermedad

presente en los ganglios axilares. Si esta esterilizaciéon de la enfermedad ocurriera
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selectivamente en el ganglio centinela pero no en otros ganglios axilares, el estudio
del ganglio centinela realizado tras la quimioterapia se asociaria con una tasa de
falsos negativos inaceptable; sin embargo, hasta el momento no hay datos que
corroboren que la tasa de falsos negativos es superior cuando el procedimiento se

realiza después de la quimioterapia que cuando se realiza antes (100).

Uno de los ensayos clinicos que analizd el papel del ganglio centinela tras
guimioterapia primaria con mayor numero de pacientes fue el estudio NSABP B-
27(101), en que 428 pacientes fueron sometidas a la técnica del ganglio centinela y
después a un vaciamiento axilar reglado; se identificé el ganglio centinela en el 85%
de los casos y la tasa de falsos negativos fue del 11%. Un meta-analisis de 21 estudios
con 1.273 sometidos al mismo proceso encontré resultados parejos, con un 90% de
identificacidn del ganglio centinela y un 12% de falsos negativos, datos similares a los

comunicados cuando la técnica se realiza antes de la quimioterapia(102).

La cuestion de si esta técnica es precisa en pacientes con afectacidn ganglionar
conocida antes de la quimioterapia con negativizacidn clinica tras ella continta siendo
controvertida y son necesarios mas datos obtenidos de forma prospectiva para
considerarla un tratamiento estandar (103,104). Recientemente el estudio aleman
fase Ill SENTINA(105), incluyé 1737 pacientes demostrando que la realizacién del
ganglio centinela tras la QNA en pacientes con ganglios axilares positivos al
diagnodstico se asociaba con una alta tasa de falsos negativos, 14:2% (95% IC 9-9—

19:-4), y una baja tasa de deteccidn, 80-1% (95% CI 76-6—83-2).

Un motivo importante para realizar este procedimiento después de la quimioterapia
seria conseguir un tratamiento conservador de la axila en ese 20-40% de pacientes
gue negativizan los ganglios axilares con el tratamiento; ademas, requiere un solo
acto quirurgico, mientras que el estudio pre-tratamiento requiere dos intervenciones

separadas en el tiempo (100).
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1.2.3. Radioterapia tras tratamiento neoadyuvante

Respecto a la utilidad de la RT tras la neoadyuvancia, la gran mayoria de indicaciones
proceden del conocimiento adquirido cuando el tratamiento sistémico se administra
tras la cirugia, es decir, adyuvante. Las incertidumbres sobre el papel de la RT en
pacientes con estado Il derivan especialmente de la determinacion de los voliumenes

airradiar (106).

El escenario clinico incluiria dos situaciones, tras cirugia conservadora o bien, tras
mastectomia. En pacientes tratadas con QNA y cirugia conservadora, estadio Il sin
ganglios palpables (cT2NO, cT3NO), en ausencia de mayor evidencia cientifica, hoy por
hoy no hay ningun dato para decidir abstenciéon de irradiacion en pacientes que
alcanzan la RCp (107,108). El volumen de irradiacion incluye la glandula mamaria pero

no hay criterio unificado respecto a si es necesario tratar o no los niveles axilares I-lll.

En las enfermedades con estadio clinico Il con ganglios palpables (cT1IN1, cT2N1) la
definicion del volumen de irradiacion es mas controvertido. Si se confirma
histopatolégicamente la afectacion axilar previa a iniciar el tratamiento
guimioterapico se deberia incluir el area axilar-supraclavicular en el volumen de
tratamiento. Si no hay confirmacién histoldgica inicial y tras la QNA se evidencia
afectacidn axilar (ypN+), éste deberia ser incluido en el volumen de tratamiento. Sin
embargo, si no hay confirmacién histoldgica y tras la quimioterapia neoadyuvante se
obtiene respuesta patoldgica completa en la axila (ypNO), hay autores que defienden
la irradiaciéon del volumen mamario exclusivo sin incluir el area axilar-supraclavicular

(109).

En pacientes con carcinoma de mama localmente avanzado los voliumenes de
irradiacién incluyen siempre la glandula mamaria y las cadenas axilar-claviculares,

independientemente de la respuesta obtenida (108).
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El segundo escenario incluye a pacientes tratadas con mastectomia tras QNA. En
tumores mayores de 5 cm y/o afectacion ganglionar axilar son las dos indicaciones
ampliamente reconocidas de irradiacion post-mastectomia (110). Un estudio
retrospectivo del MD Anderson (111) evalué el riesgo de recidiva loco-regional tras
mastectomia en 150 pacientes tratadas con QNA frente a 1.031 pacientes tratadas
con quimioterapia adyuvante, sin que ninguna de ellas recibiera radioterapia
postquirdrgica, la tasa de recaida local fue siempre mas alta en las pacientes del

grupo de QNA.

1.2.4. Tratamiento sistémico neoadyuvante

1.2.4.1. Introduccion

En 1973, el Instituto del Cancer de Mildn inicié el primer estudio prospectivo de QNA
(tres ciclos de adriamicina y vincristina) en el cancer de mama localmente avanzado e
inoperable (112), con la intencion de conseguir una disminucién del tamafio tumoral y
facilitar un posterior tratamiento radical con cirugia y radioterapia, consiguiendo un
62% de respuestas clinicas (aunque sélo un 7% de respuestas completas) y la
conversion a enfermedad operable en la practica totalidad de pacientes. Varios
grupos europeos y americanos, especialmente el MD Anderson(90), adoptaron un
abordaje similar, demostrando todos ellos que una QNA, generalmente basada en

antraciclinas, era capaz de conseguir altas tasas de respuestas clinicas y operabilidad.

Estos resultados en enfermedad localmente avanzada y la constatacién de la
equivalencia prondstica de la mastectomia y la CC llevaron a una progresiva
introducciéon de la QNA como tratamiento del CM operable, en un intento de
conseguir una mayor tasa de cirugias conservadoras. Ademads, durante la década de
los 80 se establecié un racional bioldgico que justificaba el desarrollo de los ensayos
clinicos de QNA en el CM operable (basandose principalmente en los trabajos de

Fisher) (113,114).
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Aunque no se ha podido demostrar la superioridad de la QNA frente a la
guimioterapia adyuvante en relacién a una mejor SLE o SG, el uso de este enfoque
ofrece claros beneficios; el primero de ellos es que puede conseguir la disminucién
del tamafo tumoral en la mayoria de pacientes, permitiendo una CC cuando la
mastectomia era la operacién recomendada o un mejor resultado estético en caso de
una relacion tumor-mama no favorable. Ademds, esta estrategia representa un
indicador in vivo del efecto del tratamiento, permitiendo identificar marcadores de
valor predictivo y prondstico. Los posibles inconvenientes, representados por la
pérdida de la informacién prondstica del tamafio patoldgico tumoral y de la
afectacidn ganglionar, estan claramente compensados por el valor prondstico de la

respuesta a la quimioterapia neoadyuvante.

La eficacia del tratamiento neoadyuvante o con intencién primaria del carcinoma de
mama es ya un hecho contrastado y muy comun en la practica clinica habitual. El
tratamiento sistémico neoadyuvante de eleccién en la mayoria de los casos es la
guimioterapia. En ocasiones seleccionadas, como es el caso de pacientes
postmenopausicas con tumores luminales, se plantea el uso de la hormonoterapia.
Por otro lado, toda paciente con un tumor HER2 positivo debera recibir terapia anti-
HER2 en combinacién con quimioterapia siempre y cuando no exista

contraindicacion.

1.2.4.2. Estudios no aleatorizados de quimioterapia neoadyuvante

En los aflos 80 y 90 varios estudios no aleatorizados (Tabla 6) mostraron que la
guimioterapia primaria en el CM no candidata a cirugia conservadora alcanzaba una
tasa de respuestas clinicas que oscilaba entre el 60-90%, con una tasa de RCp del 3-
27% (115,116). Dado que estos estudios se realizaron en pacientes con tumores en
diferentes estadios, distintas combinaciones de quimioterapia y diversas duraciones
de tratamiento, las comparaciones entre ellos y respecto al tratamiento adyuvante

son dificiles de realizar. Estos trabajos sirvieron para demostrar que esta estrategia
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era razonable y que se podia aumentar la tasa de CC sin un aparente menoscabo en
supervivencia; ademas, se empezaron a establecer varios de los problemas de manejo
clinico en esta situacidn, como la dificultad en la valoracién clinica y radioldgica de la
respuesta y los problemas en el manejo quirurgico tras el tratamiento primario. Asi
mismo, se evidencid el valor prondstico de la respuesta patoldgica, con un excelente

prondstico a largo plazo para las pacientes que conseguian una RCp (115).

Tabla 6. Estudios no aleatorizados de quimioterapia neoadyuvante en cancer de mama operable

Autor Numero Régimen Tasa de Tasa Cirugia
pacientes QT Respuesta Conservadora
Estadio Clinica (%) (%) RCp
(%)
Bonadonna 536 T>2.5cm CMFx3-4, 76% 85 3
(1998) FACx3-4
Jacquillat 250 I-111B Vinb-thi- 71 - -
(1990) met-
SFuzadr
Smith (1995) 50 T>3cm Ecis Fx8 98 62 27
Smith (2000) 426 T>3cm Ecis F, AC 34 - -
Belembaogo 126 T1-3,N0-2 Adr-vinc- 86 85 -
(1992) cic-FU
Chollet 50 Operable Adr-vino- 88 78 22
(1997) alto riesgo cic-FU
Schwartz 536 T>2.5cm CMFx3-4, 76% 85 3
(1987) FACx3-4
MD Anderson 250 I-111B Vinb-thi- 71 - -
(2002) met-
SFuzadr
Bonadonna 50 T>3cm Ecis Fx8 98 62 27
(1998)

AC: adriamicina,y ciclofosfamida. CMF: ciclofosfamida, metrotexato, 5-Fluoraciclo. FAC: 5-

Fluoraciclo, adriamicina, ciclofosfamida. QT: quimioterapia. RCp: respuesta completa patoldgica.

1.2.4.3. Estudios aleatorizados de quimioterapia neoadyuvante

El estudio NSABP B-18 es considerado uno de los mayores estudios aleatorizados de
QNA en pacientes con CM operable (91). En este estudio se incluyeron 1.523 mujeres
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con CM precoz, siendo aleatorizadas a recibir tratamiento de quimioterapia antes o
después de la cirugia. El objetivo principal de este estudio fue la SLE y SG. Con
respecto a estos objetivos, el estudio NSABP-B18 fue un estudio negativo, ya que
después de 9 ainos de seguimiento los dos grupos resultaron idénticos en cuanto a
SLE. Sin embargo, existia una evidencia estadistica marginal que sugeria que las
pacientes jovenes -menores de 50 afios- se beneficiarian mds con la QNA que las

pacientes mayores de 50 afios. Ademas, la QNA facilitaba un mayor nimero de CC.

Del mismo modo el estudio de la EORTC 10902 (117) concluye de manera similar, el
grupo de pacientes tratadas con quimioterapia adyuvante no presentaron un mayor
beneficio, en términos de supervivencia, respecto a las que recibieron el mismo

esquema de forma neoadyuvante.

En los Ultimos afios se han publicado dos meta-analisis que evaluaron
sistematicamente la evidencia respecto a los estudios aleatorizados que comparaban
QNA frente a quimioterapia adyuvante en el CM operable (118,119). En el publicado
por Mauri en 2005 se analizaron 9 ensayos, mientras que la revision Cochrane de

2007 incluyé 6 ensayos.

Los ensayos incluidos mostraban grandes diferencias entre si; en general, Ila
guimioterapia utilizada se basaba en antraciclinas, aunque en varios de ellos se usaba
el esquema CMF o similares; la duracion media del tratamiento fue de 3 meses (con
sélo 2-3 ciclos de varios estudios), y con diferencias importantes en el tratamiento
loco-regional tras la quimioterapia. Asi, en los estudios franceses se ofrecia la opcidn
de radioterapia radical sin cirugia a las pacientes que alcanzaban una respuesta clinica

completa (120).

La SG se analiza en ambos meta-andlisis, con resultados similares, no hubieron

diferencias para este suceso (RR= 0,98/0,99 respectivamente). La SLE sélo se estudid

36



en el meta-andlisis de Mauri sin hallar tampoco diferencias significativas (RR=0,99 (IC

95%:0,91-1,07)).

En ambos se analizé cuidadosamente la SLR, coincidiendo que existia un impacto
negativo de la QNA frente a la quimioterapia adyuvante (RR=1,21/1,22). Este
incremento del 20% en la tasa de recidiva local debe atribuirse a los estudios
franceses(120,121) en que una parte importante de las pacientes no fueron
sometidas a una cirugia radical tras la quimioterapia, sino que sdlo recibian
radioterapia; cuando se excluyen estos estudios, las diferencias no alcanzan la
significacidon estadistica. La tasa de mastectomia es inferior para los grupos de
pacientes que recibieron quimioterapia primaria en ambos meta-analisis y tampoco
hay un aumento de las toxicidades de la quimioterapia ni de las complicaciones post-

quirdrgicas.

Por tanto, la conclusién de ambos meta-anadlisis es que la QNA es tan eficaz como la
misma quimioterapia adyuvante respecto a la SLE y SG, pero que se requiere un
correcto tratamiento quirdrgico tras el tratamiento primario, lo que permitira
aumentar la tasa de cirugias conservadoras. Los resultados de estos estudios
aleatorizados justifican la creciente popularidad de la quimioterapia primaria en las

ultimas décadas.

1.2.4.4. Esquema de eleccién en el tratamiento neoadyuvante

Multiples estudios han intentado optimizar el esquema de QNA, en un intento de
mejorar los resultados obtenidos con los esquemas basados en CMF o antraciclinas
(AC, FAC); como en la quimioterapia para la enfermedad avanzada o en la adyuvante,
la inclusién de los taxanos fue fundamental en este desarrollo. Mas que la SLE o SG,
el objetivo principal de estos estudios fue la tasa de RCp, asumiendo su valor como

marcador subrogado de eficacia y prondstico.
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Varios estudios fase Il de diferentes combinaciones de antraciclinas y taxanos (122)
alcanzaron tasas de RCp del 7-26%, aunque las diferentes maneras de definir la RCp
hacen dificil la comparacidn directa. Existen algunos estudios aleatorizados fases II-llI
gue compararon combinaciones de antraciclinas y taxanos con regimenes basados
en antraciclinas(122,123). En el estudio del Grupo Cooperativo Anglo-Céltico (123),
363 pacientes con estadios II-Ill se aleatorizaron a recibir 6 ciclos de AD (adriamicina y
docetaxel) frente AC (adriamicina y ciclofosfamida); este estudio no fue capaz de
demostrar diferencias significativas en la tasa de respuestas clinicas (70% vs. 61%) ni

patoldgicas (21% vs. 24%).

Por otra parte, existe un acuerdo general en que se obtiene una mayor tasa de RCp
con tratamientos mas prolongados; sin embargo, son pocos los ensayos que han
estudiado este aspecto. Dos pequefos estudios fase Il aleatorizados han mostrado
gue 6 ciclos de antraciclinas combinados con taxanos obtienen una mayor tasa de
RCp que 3 ciclos del mismo tratamiento; el estudio con mas pacientes incluidas es el
ABCSG-14 (124), en que se aleatorizaron 292 pacientes con cancer de mama estadios
I-11l a recibir 6 vs. 3 ciclos de ED (epirubicina y docetaxel); la tasa de RCp fue del
18,6% frente al 7,7%; p=0,00045. Por tanto, parece razonable que la duracién de la

QNA sea cercana a 6 meses.

El protocolo NSABP B-27 (125) es el ensayo de quimioterapia primaria de mayor
tamano muestral; se aleatorizaron 2.411 mujeres a recibir 4 ciclos de AC seguidos de
cirugia, 4 ciclos de AC seguidos de 4 ciclos de docetaxel (AC-D) y después cirugia, 6 4
ciclos de AC preoperatorio seguidos por cirugia, y tras ésta, 4 ciclos de docetaxel
postoperatorio. Con el esquema que incluia docetaxel preoperatorio (AC-D) se doblé
la tasa de RCp (12,9 y 14,4% en los dos brazos con AC como tratamiento primario
frente a 26,1% en el brazo AC-D; p<0,0001); sin embargo, la adicidon de docetaxel al
AC no impacté en la SLE ni en la SG. El hecho de alcanzar una RCp,
independientemente del esquema de quimioterapia, fue un importante factor

prondstico de supervivencia (RR=0,33; p<0,0001).
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El estudio Gepar Duo (German Preoperation Adriamycin Docetaxel Trial) (126)
comparé la tasa de respuestas entre 4 ciclos de adriamicina y docetaxel cada 2
semanas; con 4 ciclos de AC seguidos por 4 ciclos de docetaxel administrados cada 3
semanas; como en el estudio B-27, el uso secuencial de docetaxel consiguié una

mayor tasa de RCp que el régimen de combinacidn (14,3% vs 7%; p<0,0001).

Otro interesante estudio evalué la administracidon secuencial de paclitaxel semanal o
paclitaxel cada 3 semanas, seguido de FAC (127); 258 pacientes con CM estadio I-llIA
se aleatorizaron a recibir paclitaxel semanal por 12 semanas (con mayor dosis en
caso de pacientes con ganglios positivos) o 4 ciclos de paclitaxel cada 3 semanas,
seguido de 4 ciclos de FAC cada 3 semanas. Las respuestas clinicas fueron similares en
ambos esquemas, pero la administracién semanal de paclitaxel consiguid tasas de

RCp significativamente superiores (28,2% vs. 15,7%).

1.2.4.5. Estudios de quimioterapia neoadyuvante en CM HER2 positivo

La incorporacién de farmacos dirigidos a dianas moleculares es una de las vias para
conseguir una mayor tasa de RCp y, por tanto, una mayor eficacia de la QNA. Uno de
los agentes mas atractivos es, sin duda, el TTZ en pacientes con sobre-expresidon de
HER2, especialmente tras los excelentes resultados obtenidos con el uso de TTZ en
adyuvancia(73,75,76). En los Ultimos afios se han llevado a cabo mas de 20 pequefios
estudios con unas 600 pacientes en los que se incorporaba el uso de TTZ junto a
variados esquemas de quimioterapia, parte de ellos obviando el uso de antraciclinas
para disminuir el riesgo de toxicidad cardiaca y algunos basandose en platinos. En
estos estudios, la tasa de respuestas clinicas oscilé entre el 60-93%, con tasas de RCp

del 18-78% y un adecuado perfil de toxicidad.

Inicialmente, los resultados mas interesantes derivaron de dos estudios aleatorizados.
El primero fue el publicado por Buzdar y cols. (128); en este ensayo inicialmente se

debian aleatorizar 164 pacientes con CM HER2 positivo a recibir 4 ciclos de paclitaxel
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cada 3 semanas seguidos por 4 ciclos de FEC, o el mismo esquema mas TTZ semanal
durante 24 semanas. Después de que 34 pacientes completaran el tratamiento, el
estudio fue cerrado prematuramente por el comité de monitorizacion de datos
debido a la tasa de RCp (incluyendo mama y axila) significativamente mas alta que se
demostré en el brazo del tratamiento con TTZ (65,2% vs. 26%; p=0,0016).
Posteriormente se presentaron datos con 22 pacientes mas, tratadas con TTZ, que
confirmaron estos excelentes resultados. Otro dato destacable fue que a pesar del
uso concominante del TTZ con las antraciclinas no se observé toxicidad cardiaca con
relevancia clinica. Con un esquema de tratamiento similar cambiando la pauta de
paclitaxel trisemanal por 12 semanas de paclitaxel, Pernas y cols. (129) han
confirmado estos resultados, obteniendo una tasa de RCp del 73% sin incrementar de

nuevo la toxicidad cardiaca.

Otro ensayo aleatorizado importante en este escenario es el NOAH (130), estudio
europeo en el que 228 pacientes con CM estadio II-11IB HER2 positivo se aleatorizaron
a recibir un tratamiento neoadyuvante basado en un complejo esquema secuencial
con antraciclinas, paclitaxel y CMF, con o sin TTZ concomitante. Los resultados
mostraron un incremento significativo de la tasa de RCp en mama y axila para el
grupo que recibié TTZ (38% vs. 20%; p=0,003) sin incrementar de forma significativa

la toxicidad.

En base a los resultados de estos dos estudios se recomendé asociar TTZ, siempre y
cuando no existiera contraindicacion, al esquema de quimioterapia neoadyuvante de

cualquier paciente HER2 positiva.

1.2.4.5.1. Estudios de quimioterapia neoadyuvante con o sin antraciclinas CM

HER2 positivo.

En el marco neoadyuvante existen muy pocos estudios que comparen directamente

esquemas con antraciclinas y esquemas sin las mismas en combinacién con TTZ.
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Si realizamos una comparacion indirecta entre esquemas con taxanos con TTZ y otros
gue incluyan la secuencia de antraciclinas y taxanos vemos una mayor tasa de
respuestas a favor del brazo de la secuencia, de forma global los esquemas con
taxanos nos ofrecen tasas de respuestas del 30% mientras que la secuencia estaria

sobre 40-60% (130-132).

Unicamente existe una revisién retrospectiva de 300 pacientes del MD Anderson
donde compararon dos series: la primera, segin con el esquema clasico de Buzdar
modificado (paclitaxel x 12 semanas y TTZ seguido de FEC x 4 con TTZ) y la segunda
con el esquema de carboplatino, docetaxel yTTZ cada 3 semanas x 6 ciclos. Con todas
las limitaciones del estudio se describid una mayor tasa de RCp en el brazo con

antraciclinas (60.6 vs 43.3; p=0.016) que se tradujo en una mayor SLR (p<0.001) (133).

La segunda evidencia viene dada por un estudio fase Il con TTZ y pertuzumab (PTZ)
(134). Se trata del estudio fase IIB Tryphaena, 225 pacientes con cancer de mama
HER2 positivo fueron randomizadas a tres brazos de tratamiento: tres ciclos de
antraciclinas sin TTZ seguido de tres ciclos docetaxel + TTZ + PTZ, un segundo brazo
con antraciclinas concomitante con TTZ y PTZ seguido de tres ciclos docetaxel + TTZ +
PTZ y por ultimo carboplatino + docetaxel + TTZ + PTZ x 6 ciclos. El OP del estudio fue
la tasa de toxicidad cardiaca, en este sentido, no se objetivaron diferencias
significativas en el nimero de eventos cardiacos al comparar los tres brazos de
tratamiento (4.0%, 6.9% y 6.6% respectivamente). Respecto a la eficacia como
objetivo secundario del estudio y teniendo en cuenta la falta de poder estadistico
para hallar diferencias, se describieron tasas de RCp en mama y axila del 45.3%, 50.7%

y 51.9% respectivamente.

Asi, respecto al uso de esquemas con y sin antraciclinas debemos concluir, con escasa
evidencia, que no existen diferencias en la tasa de eventos cardiacos durante el
tratamiento neoadyuvante ni diferencias en la tasa de RCp al comparar ambos

esquemas.
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1.2.4.5.2. Estudios de quimioterapia neoadyuvante con antraciclina secuencial o

concomitante con agentes anti-HER2en CM HER2 positivo.

En el estudio pivotal de Slamon que permitié la aprobacién de TTZ en enfermedad
avanzada el brazo con antraciclinas y TTZ presentd una toxicidad cardiaca inaceptable
lo que llevd a recomendar la no administracion concomitante de ambas. Sin embargo,
la combinacidon ofrecia un mayor beneficio en términos de eficacia clinica respecto al
brazo con taxanos (135). El beneficio observado junto con datos de actividad sinérgica
en modelos preclinicos (136) hizo que no se cerraran definitivamente las puertas a la
administracién concomitante. Empleando dosis limitadas de antraciclinas y con
criterios de seleccidn mas estrictos, dos estudios fase Ill en situacién neoadyuvante
demostraron que la combinacién de antraciclinas y TTZ era segura y muy eficaz, con

tasas de RCp del 60% (130,131).

Buscando una mayor seguridad cardiaca diferentes trabajos han empleado de forma
concomitante antraciclinas liposdmicas, taxanos y TTZ. Dos estudios fase Il, asociando
doxorrubicina liposdmica no pegilada o pegilada con taxanos y TTZ alcanzaron tasas
de RCp entre el 30-59%, sin embargo, la tasa de toxicidad palmo-plantar asociada la

forma pegilada obligd a abandonar futuras lineas de investigacion (137,138).

En nuestro centro en base a la actividad sinérgica de antraciclinas y TTZ, asi como los
datos de eficacia del estudio fase Il del Dr. Cortés combinando antraciclina liposémica
no pegilada, paclitaxel y TTZ, hemos empleado desde el afio 2008 dicha combinacion
en el tratamiento neoadyuvante del CM HER2 positivo con tasas de RCp del 63%

(139,140).

El estudio que compard directamente esquemas concomitantes y secuenciales con
antraciclinas y TTZ fue el ACOSOG Z1041 (141). Se trataba de un estudio fase Ill con
OP de RCp. 280 pacientes fueron randomizadas a tratamiento secuencial FEC x 4

ciclos seguido de paclitaxel 80 mg/m2 y TTZ semanal durante 12 semanas, mientras
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gue el segundo brazo recibid paclitaxel y TTZ semanal durante 12 semanas seguido de
4 ciclos de FEC concomitante con TTZ semanal. Respecto a la toxicidad cardiaca se
objetivaron 9 (7.1%) eventos cardiacos en el brazo secuencial y 6 (4.6%) en el brazo
de combinacién tras finalizar las 24 semanas de tratamiento. En cuanto a la tasa de
RCp no se objetivaron diferencias significativas entre el tratamiento secuencial

(RCp=56.5%; IC 95%: 47.8-64.9) y concomitante (RCp=54.2%, IC 95% 45.7-62.6).

En conclusidn, no existen diferencias en tasa de respuestas ni toxicidad entre ambos
esquemas, secuencial o concomitante con antraciclinas. En caso de emplear un
esquema con antraciclinas y TTZ la opcidn recomendada serd el tratamiento

secuencial.

1.2.4.5.3. Estudios de quimioterapia neoadyuvante con agente Unico anti-HER2 o

doble bloqueo con CM HER?2 positivo

En busqueda de un incremento en la tasa de RCp y en consecuencia un aumento en
términos de supervivencia se investigd el papel del doble bloqueo en el tratamiento

neoadyuvante asociando TTZ tanto con lapatinib (L) como PTZ.

Referente a estudios que investigan el papel de lapatinib, se llevaron a cabo varios
estudios fase IIB-1ll comparando esquemas con/sin antraciclinas y taxanos asociados a
TTZ y L en monoterapia o bien en combinacién (142—-144). Como resumen de todos
ellos cabe destacar que TTZ fue superior a L en monoterapia, mientras que los
mejores resultados se obtuvieron en los brazos de doble bloqueo con incrementos
absolutos entre 10-21% en la tasa de RCp (tasa de RCp obtenida con TTZ + L +
quimioterapia entre 51-62%) respecto a la monoterapia con TTZ. La incorporacion de
esgquemas con antraciclinas y la mayor duracion del tratamiento (como por ejemplo
16 semanas de paclitaxel) pueden diluir el beneficio del doble bloqueo respecto a la
monoterapia con TTZ. El estudio mas relevante fue el fase Ill NeoALTTO(142), donde

se randomizaron 455 pacientes en tres ramas de tratamiento diferentes: L, TTZ o la
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combinaciéon de ambos durante 6 semanas, seguido de la asociaciéon de paclitaxel
semanal durante 12 semanas al régimen de terapia anti-HER2 previa, tras la cirugia se
mantuvo el tratamiento anti-HER2 hasta completar 52 semanas asi como
guimioterapia adyuvante basada en antraciclinas. EI OP fue la tasa de RCp. La tasa de
RCp fue superior en el brazo de combinacion (RCp=51.3%; IC 95%: 43.1-59.5) respecto
al grupo de TTZ (RCp=29.5%; IC 95%: 22.4-37.5); diferencia 21.1%, IC 95%:9.1-34.2,
p=0-0001). No se objetivd una mayor toxicidad cardiaca, sin embargo la tasa de

diarrea y toxicidad hepatica grado 3 fue superior en los brazos de L frente a TTZ.

Relacionado con PTZ hemos de destacar los estudios Neosphere (145) y Trypahena
(134). En el ensayo neoadyuvante fase || Neosphere, se aleatorizaron a 417 mujeres a
recibir 4 ciclos de TTZ + docetaxel (grupo A), PTZ + TTZ + docetaxel (grupo B), PTZ +
TTZ (grupo C) o PTZ + docetaxel (grupo D). El ensayo alcanzé su OP (tasa de RCp), las
pacientes que recibieron PTZ y TTZ en combinacidn con docetaxel presentaron una
tasa de RCp significativamente superior respecto a TTZ y docetaxel (RCp=45.8% vs.

29.0%; p=0.0141).

En base a la eficacia descrita en el estudio de primera linea para enfermedad
avanzada Cleopatra (146) asi como a las tasas de RCp de los estudios Neosphere (145)
y Trypahena (134), la FDA y la EMA dio la aprobacién de la combinacién de TTZ y PTZ
en el tratamiento neoadyuvante del CM HER2. Los esquemas recomendados
incluyeron: docetaxel trisemanal x 4 ciclos concomitante con TTZ y PTZ
posteriormente y como esquema adyuvante FEC x 3 ciclos. Mientras que del ensayo
TRYPHAENA los esquemas fueron: carboplatino, docetaxel, TTZ y PTZ asi como el

esquema secuencial con antraciclinas.
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1.2.5. Valoracién de respuesta al tratamiento neoadyuvante

Desde los primeros estudios con QNA en el CM se hizo evidente la existencia de varios
problemas relativos a la valoracién de la respuesta, tanto para la respuesta clinica y

radioldgica como para la respuesta patoldgica.

Referente a la primera valoracion patoldgica debe establecerse en la biopsia
diagndstica(147), que actualmente se realiza mediante biopsia de aguja gruesa por
estereoataxia o guiada por ecografia; es fundamental confirmar Ila presencia de
tumor infiltrante, su tipo histoldgico y grado, asi como los factores predictivos de
respuesta (RH y HER2), ya que de éstos depende el tipo de tratamiento primario a

administrar.

La valoracion del tamafo del tumor de mama es fundamental para iniciar el
tratamiento primario y determinar las posibilidades de una cirugia conservadora tras
el tratamiento. Clasicamente, esta valoracion se ha llevado a cabo mediante la
exploracién clinica y métodos radiolégicos (mamografia y ecografia), pero varios
estudios (148) han determinado que la capacidad de estas exploraciones, tanto por
separado como en conjunto, para determinar de manera certera la enfermedad
residual es limitada, con correlaciones pobres por el tamafio tumoral patoldgico en la
pieza quirdrgica. La creciente disponibilidad de la RM de mama ofrece un método
alternativo para determinar el tamafo tumoral residual tras la QNA. Numerosos
estudios han demostrado su capacidad de predecir correctamente la enfermedad
residual y su superioridad a la mamografia y ecografia (149), por lo que su uso

permite una mejor seleccion de las pacientes candidatas a CC tras QNA.

Ademas, la RM muestra diferentes patrones de respuesta (basicamente concéntrica y
fragmentada) (150) que también ayudan a la valoracidn quirdrgica y que
probablemente se correlacionan con los diferentes tipos de tumores de mama

(respuesta concéntrica en tumores TN y HER2 positivo y respuesta fragmentada en
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tumores luminales) (151); por afiadidura, la RM es capaz de detectar
aproximadamente un 10% de enfermedad multicéntrica no detectada por otras
técnicas, lo que puede ser decisivo en el momento de determinar pacientes

candidatas a la QNA (152).

La ecografia axilar es muy util en el estadiaje ganglionar previo a la quimioterapia,
por lo que es muy recomendable realizarla y practicar una puncidn con aguja fina de

las adenopatias sospechosas para confirmar el diagnéstico (153).

1.3. Factores prondsticos y predictivos al tratamiento neoadyuvante

1.3.1. Introduccién: la importancia de la respuesta completa patoldgica

El tratamiento neoadyuvante ofrece un marco ideal para la evaluacidn de multiples
factores prondsticos y predictivos de respuesta ya que nos permite estudiar al tumor
intacto, virgen de tratamiento, con todo lo que ello supone. Podremos asi conocer
los mecanismos de accién de nuevos agentes al analizar cambios bioldgicos entre la
biopsia inicial y la pieza quirurgica resultante tras la QNA. También nos permitira
conocer factores predictivos de respuesta ya sean respuestas clinicas, respuestas
radioldgicas y la respuestas patoldgicas. Todo ello mediante el andlisis histolégico del
tumor pero también mediante técnicas de imagen. Pero ademds, podremos conocer
factores mas tardios, como son los factores prondsticos, que requieren el

seguimiento del paciente durante un tiempo mas prolongado y son la SLE y la SG.

La principal cuestidn es la definiciéon de la RCp, ya que es ésta la que se considera el
indicador de beneficio, al asociarse con el mejor prondstico a largo plazo. Son
multiples las clasificaciones que se han desarrollado a lo largo de los ultimos 20 afios.
Varias de ellas (Chevalier, Sataloff y Miller & Payne) (154,155) se caracterizan por la
descripcidon de varios grados de respuesta en funcién del efecto terapéutico del
tratamiento y de la mayor o menor presencia de tumor infiltrante viable tanto en Ia

mama como en la axila. En otros la definicion es mas categdrica y sélo acepta la
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presencia o ausencia de enfermedad tumoral en la pieza quirdrgica. Ademas, cabe
destacar que debe incluirse en la definicidn de RCp definitiva la ausencia de
enfermedad infiltrante en mama vy axila, y ésta es la definicion que se considera
operativa en estos momentos (156). En cuanto a la persistencia de carcinoma in situ
residual en la pieza, ésta no parece impactar en el prondstico a largo plazo, por lo que

su presencia no cambia la definicién de RCp (157).

En este sentido, el resultado de varios estudios clinicos ha identificado a la respuesta
RCp como el marcador subrogado mas fiable de supervivencia
(91,94,119,125,156,158-162). El uso generalizado de la RCp como principal objetivo

en los ensayos clinicos se popularizé en la década de los 90.

A la hora de definir la RCp no existe un consenso universal, existen dudas sobre si la
respuesta debe incluir el carcinoma no infiltrante o bien si hemos de valorar la
respuesta ganglionar. Ademas existen diferentes clasificaciones a la hora de valorar la
respuesta patoldgica, lo que suma confusién en el momento de comparar los
distintos ensayos clinicos. Las principales clasificaciones se hallan resumidas en la

tabla.

Tabla 7. Diferentes Clasificaciones de la respuesta completa patoldgica.

Autor/afio de Definicion de la RCp y clasificacion de grados
publicacion
Feldman LD y cols. Ausencia macroscépica del tumor a la simple inspeccion de la

Cancer Res 1986(156) mastectomia y material con contenido axilar sin depender de los hallazgos
posteriores al microscopio.
Schnitt SJy cols. AmJ  No evidencia de carcinoma invasivo ni en la mama ni en los ganglios
Clin Pathol 1992(163)  axilares
Chevalier By cols. Am  Grado 1: desaparicién macroscépica y microscopica tumoral.
J Clin Oncol 1993(164) Grado 2: presencia de carcinoma in situ en la mama. No evidencia de
carcinoma invasivo ni en la mama ni en los ganglios axilares.
Grado 3: presencia de carcinoma invasivo con alteracion del estroma
(fibrosis o esclerosis).
Grado 4: presencia de carcinoma invasivo intacto.
Sataloff DM By cols.) Localizacién primaria:
Am Coll Surg T-A: efecto terapéutico total o casi total.
1995(159) T-B: >50% efecto terapéutico.
T-C: <50% efecto terapéutico.
T-D: ausencia de efecto terapéutico.
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Ganglios linfaticos axilares:

N-A: evidencia de efecto terapéutico y ausencia de metastasis
N-B: ausencia de ganglios metastasicos o efecto terapéutico.
N-C: evidencia de efecto terapéutico, pero con ganglios linfaticos
metastasicos.

N-D: enfermedad metastasica viable.

Ogston KN y cols. The  Modificacidon de Miller and Payne

Breast 2003 Grado 1: ausencia de cambios o alguna alteracion en células malignas
individuales, sin reduccién de la celularidad global.
Grado 2: pequeiia disminucion en células tumorales pero alin con
celularidad alta (hasta 30% de reduccion).
Grado 3: reduccidn de células tumorales entre el 30-90%.
Grado 4: marcado efecto del tratamiento con reduccién de células
tumorales y persistencia de pequefios focos de células viables (reduccién
en un 90% de células malignas)
Grado 5: ausencia de células malignas en el tumor primario. Solamente
presencia de fibrosis vascular del estroma conteniendo macréfagos. Sin
embargo, puede existir carcinoma in situ.

Sahin Ay cols. Adv Ausencia de carcinoma invasivo en la mama o en los ganglios axilares

Therapy of Breast

Cancer 2005(165)

En los ultimos afios, el papel prondstico del la RCp ha sido confirmada en dos meta-
analisis. Como luego veremos con detalle, el meta-analisis de Cortazar et al, demostré
el papel prondstico de la RCp en términos de SLE y SG, especialmente cuando la
definicion de RCp abarcaba la respuesta en mama y axila respecto a si Unicamente se
tenia en cuenta la respuesta en la mama (94). De forma similar, von Minckwitz et al.
en el meta-analisis de 7 estudios neoadyuvantes del grupo aleman confirmé el papel
de la RCp incluyendo mama y axila en tumores de alto riesgo (ductal, alto grado, RH
negativo, HER2 positivo, TN), pero no en pacientes con tumores luminales A vy

RH+/HER2+ (166).

Recientemente, algunas organizaciones han volcado todo sus esfuerzos en la
elaboracion de consensos y guias de trabajo que definan de la mejor manera la RCp.
Asi desde la FDA, se llevd a cabo el siguiente proyecto. El mismo comenzé con la
realizaciéon de un meta-analisis que incluyé un total de 11.955 pacientes que

participaron en 12 ensayos clinicos randomizados de neoadyuvancia, destacando que

48



sélo uno de ellos combind quimioterapia con agente bioldgico (estudio NOAH y TTZ

(130)). Este meta-analisis intenta responder a cuatro preguntas (94).

La primera es conocer la mejor definicion de RCp como factor prondstico en términos
de SG y SLE. La conclusién es que la RCp se debe definir como la ausencia de tumor
infiltrante en el parénquima mamario (incluir o no carcinoma ductal no infiltrante o in
situ en la definicion no es importante) y la ausencia del mismo a nivel ganglionar
debido a su mejor correlacién tanto en SLE (ypTO ypNO: HR 0,44, IC 95% 0,39-0,51;
ypTO/is ypNO: 0,48, 0,43-0,54) como en SG (0,36, 0,30-0,44; 0,36, 0,31-0,42) (figura
11).
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—— ypT0/isypNO (n=2131); HR 0-48 (95% CI 0-43-054) — ypTO/isypNO (n=2131); HR 0:36 (95% C1 0:31-0-42)
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Figura 11. Asociacidon entre supervivencia libre de enfermedad (SLE) y global (SG) con las tres
definiciones de respuesta completa patoldgica (RCp). Se comparé la SLE y SG entre pacientes que
alcanzaron o no la RCP en base a 3 definiciones. No se incluyen pacientes que no alcanzaron la RCp.
Las definiciones de RCp incluyen: ypTO ypNO= ausencia de cancer invasivo y cdncer ductal in situ en
la mama y axila. ypTO/is ypNO= ausencia de céncer invasivo en la mama y axila, independientemente
del carcinoma ductal in situ. ypTO/is ausencia de céncer invasivo en la mama, independientemente

del carcinoma ductal in situ y la afectacion ganglionar. HR=hazard ratio.

En segundo lugar se establecié la asociacion entre RCp (definida como ypT0/isNO) con
SLE y SG. Las pacientes que alcanzaron RCp presentaban una mejor SLE y SG respecto

a las que no (figura 12).
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Figura 12. Asociacion entre supervivencia libre de enfermedad (SLE) y global (SG) con la respuesta
completa patoldgica (RCp) definida como ypTO0/is ypNO= ausencia de cancer invasivo en la mamay

axila, independientemente del carcinoma ductal in situ. HR=hazard ratio.

En tercer lugar, identificar en que subtipo histolégico de CM existe la mayor
correlacidon entre RCp y supervivencia. Esta asociacién fue mas potente en pacientes
con CM TN (SLR: HR 0,24, IC 95% 0,18-0,33; SG: 0,16, 0,11-0,25) y en aquellos con
tumores HER2 positivo, RH negativo que recibieron TTZ (SLE: 0,15, 0,09-0,27; SG:
0,08, 0,03-0,22). Por ultimo, conocer que incremento minimo en la tasa de RCp
necesitamos para que se traduzca en un impacto en la supervivencia. En este sentido,
se demostrd en el andlisis a nivel de ensayo una ligera asociacion entre incremento en

la frecuencia de RCp y SLE (R(2)=0,03, IC 95% 0,00-0,25) y SG (R(2)=0,24, 0,00-0,70).

Tras la obtencion de los datos del meta-analisis, se confirmé el papel de la RCp como
marcador subrogado de supervivencia. Con ello se busca la aprobacion acelerada de
farmacos en base a este pardmetro. Los agentes que demuestren un incremento en la
tasa de RCp respecto al tratamiento estandar podrdn recibir una aprobacion
condicionada hasta hacerse definitiva o no con la obtencién de los futuros datos
sobre su impacto en términos de supervivencia. El objetivo es ofrecer de la forma mas
rapida posible el acceso a farmacos potencialmente muy eficaces, sin la necesidad de

esperar afios hasta conocer su efecto en la supervivencia.
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El grupo CTNeoBC (Collaborative Trials in Neoadjuvant Breast Cancer) elaboraron
unas guias clinicas para el disefo de ensayos clinicos cuyo objetivo fuera el
incremento en la tasa de RCp que permitiera la aprobacion acelerada de farmacos y
ademas que el estudio tenga suficiente poder estadistico para demostrar que dicho
incremento repercute en la supervivencia y asi conseguir la aprobacién definitiva del

agente.

Por otro lado, la capacidad de predecir la posibilidad de respuesta al tratamiento
antes de empezar la quimioterapia primaria es un campo de investigacidn
importante. En un extremo existen pacientes con altas posibilidades de respuesta y
por tanto con opciones a alcanzar un excelente prondstico a largo plazo. Pero, en el
sentido contrario encontramos a las pacientes con escasa probabilidad de conseguir
una RCp y especialmente con pocas opciones de alcanzar una respuesta con utilidad
clinica, por lo que pueden evitar recibir un tratamiento intenso y de toxicidad no

despreciable.

En resumen, la RCp se estd instaurando como un excelente marcador subrogado de
supervivencia condicionando incluso la aprobacion acelerada de farmacos. Su papel
gueda limitado a tumores TN y HER2 positivo, no siendo valido en tumores luminales.
También hay que remarcar que desconocemos todavia muchos otros aspectos, desde
gué incremento concreto en la tasa de RCp necesitamos para impactar en la
supervivencia asi como factores predictivos que permitan seleccionar mucho mejor a

las pacientes que alcanzardn dicha respuesta.

1.3.2. Factores predictivos de RCp

El objetivo histérico de la QNA es convertir a un tumor mamario inoperable en
operable. La experiencia generalizada usando QNA en CM arroja datos significativos
en términos de respuesta clinica (60-80%) y con una tasa de RCp alrededor del 40%-

60% segun el tipo histoldgico (167).
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Las pacientes que expresan marcadores predictivos de alta respuesta a Ia
guimioterapia son las mejores candidatas para recibir QNA. Existen varios factores
asociados con una mayor probabilidad de respuesta a la QNA (Tabla 8) (168). Su
presencia se correlaciona con un mayor porcentaje de RCp tanto en el tumor primario
como en los ganglios linfaticos axilares. Ademads, muchos de estos factores se asocian

con mal prondstico si no se inicia un tratamiento precoz.

Tabla 8. Factores bioldgicos y patoldgicos asociados con respuesta a la quimioterapia neoadyuvante.

Factores que estan consistentemente asociados con una respuesta favorable:
- Alto grado nuclear (169)

Factores que pueden estar asociados con una respuesta favorable:

- Tumores con receptores hormonales negativos (170)

- Tumores con elevada proliferacién (KI67) (169)

- Alto grado de apoptosis (169)

Factores que pueden estar asociados con una respuesta desfavorable:

- Tumores con receptores hormonales positivos (170)

- Sobre-expresion de la proteina HER2 (171)

- Mutacion de p53 (172)

Factores que estan consistentemente asociados con una respuesta desfavorable:
- Bajo grado nuclear (169)

Esta extensamente documentado en varios estudios que la ausencia de expresidn de
RH y el alto grado nuclear histolégico, se asocia a mayores tasas de RCp tras el
tratamiento neoadyuvante basado en quimioterapia. Este hallazgo ha sido sélido en
estudios realizados en un solo centro (173,174), como también en estudios

multicéntricos (91,175).

La negatividad de los RH es uno de los marcadores predictivos de respuesta mas
potente, ya que la tasa de RCp en estos casos alcanza el 40%. En las pacientes con RH
positivos y HER2 negativo, |la probabilidad de alcanzar una RCp se situa entre el 3 y el
8%, por lo que, si se asocian a marcadores de baja proliferacion, probablemente se

beneficien mas de un tratamiento neoadyuvante con hormonoterapia (176).

Guarneri y cols. (170) demostraron que las pacientes con RH negativos tienen una

mayor probabilidad de obtener una RCp después de QNA; sin embargo, estas
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pacientes tienen una SLE y SG a 5 afios menor cuando se compara con pacientes con
RH positivos. Von Minckwitz y cols. (94) confirmaron estos hallazgos en el ensayo
GeparTrio. A pesar de la baja tasa de RCp, las pacientes que alcanzaron RCp

presentaron mejor tasas de SLE y SG que aquellas sin RCp.

El grado tumoral y los marcadores de alta proliferacion como el Ki67 también se
asocian con una mayor probabilidad de respuesta. El grado de proliferacidn celular se
puede medir a través de un ensayo inmuno-analisis, que es representado por el Ki-
67. Una publicacion realizada por Petit y cols. (169) demostré que tumores con una
elevada expresién de Ki-67 (superior al 20%) es predictiva de respuesta clinica tras

QNA.

La sobreexpresion de HER2 como factor predictivo de respuesta presente resultados
contradictorios, pero aparece que su positividad se asocia a mayor respuesta a
esquemas de quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos (171), y sin duda es el

factor predictivo de respuesta al tratamiento con TTZ (94,128).

Como se ha comentado previamente, los diferentes subtipos moleculares de CM
basados en caracteristicas genéticas, con su diferente comportamiento clinico, fueron
descritos hace mas de diez afios (177). Debido a la dificultad practica de esta
clasificacion genética las guias ESMO recomendaron usar una clasificacion basada en
parametros inmuno-histoquimicos como la expresién de RE, RP, HER2 y Ki67. Asi

existen 5 subtipos inmuno-histoquimicos de CM (178):

* Luminal A: RE+, RP+, HER2—, Ki67 bajo y RP alto
* Luminal B: RE+, RP+, HER2—, Ki67 alto y RP bajo
* Luminal HER2+: RE+, RP+, HER2+, cualquier Ki67
e HER2-positivo: RE—, RP—, HER2+, cualquier Ki67,

* Basal (TN): RE—, RP—, HER2—, cualquier Ki67.

La tabla siguiente presenta diferentes ejemplos de la eficacia de los tratamientos
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neoadyuvantes segun el subtipo de CM ya sea basado en clasificacion genética o
inmuno-histoquimica (179-183). Asi estos trabajos demuestran que en tumores
luminal A la tasa de RCp es muy baja (3—7%), y sin embargo es significativamente muy
elevada en tumores TN o HER2 positivo. De nuevo, mencionar que en los tumores
HER2 positivo la tasa de RCp sera superior siempre que se emplee un agente anti-

HER2 en el tratamiento neoadyuvante.

Tabla 9. Estudios que exploran la eficacia de la QNA segun subtipos de CM clasificados genética o

inmuno-histoquimicamente.

Método de Tratamiento
Estudio Identificacion del Numero de pacientes Resultados: RCp%
subtipo
Rouzier et al Genotipado Affymetrix N =82 Luminal A/B 7%
2005 (179) U133A Paclitaxel > FAC HER2+ 45%
Basal 45%

Prat et al 2009 Genotipado PAM50 N =347 Luminal A 7%

(180) antraciclina + taxano Luminal B 17%
HER2+ 36%
Basal 43%
Chang et al IMH N=74 RH+/HER2-19.4%
2010 (181) Carboplatino (AUC 6) + HER2+trast+ 40%
taxano % trastuzumab HER2+trast—7.1%
TN 54.6%
Fasching et al IMH N =547 RH + HER2—-Ki67 <
2011 (184) Antraciclina/ 38% 3%
antraciclina + taxano/otro RH + HER2—-Ki67 >
+ trastuzumab 38% 18.9%
RH + HER2+trast+
52%
RH + HER2+trast—
28.8%
TN 47.3%
Straver et al IMH N =254 RH + HER2—- 2%

2010 (182)

AC/AT/paclitaxel +
trastuzumab +
carboplatino

HER2+trast+ 35%
HER2+trast— 8%
TN 28%

IMH: immunohistoquimica; TN: CM triple-negativo; trast+ : pacientes tratados con trastuzumab

preoperatorio; trast—: pacientes no tratados con trastuzumab preoperatorio.

Varios estudios han demostrado que existe una importante diferencia en la respuesta

patolégica que se obtiene en los CLI frente a los CDI. En efecto, Cristofanilli y cols.
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(185) analizaron 1.034 pacientes con estadio clinico Il y lll que habian participado en 6
ensayos clinicos basados en QNA entre 1985 y 2002. El 12% de las pacientes tenian
tumores con CLI. El analisis multifactorial determiné que las pacientes con CLI
comparadas con aquellas con CDI presentaron una menor probabilidad de alcanzar
RCp (3% vs. 15%; p<0,001). Pero, quizas el hallazgo mas llamativo fue que la
diferencia en RCp entre CLI y CDI persistia después de haber ajustado las variables de

expresion de RH y el uso de taxanos.

Otro aspecto a tener en cuenta es el estadio clinico. Tanto el tamafio tumoral como la
afectacidn ganglionar al diagndstico son factores predictivos de respuesta. Las
pacientes con tumores de menor tamafio y sin afectacidn ganglionar tendran mayor
facilidad para obtener mayores tasas de RCp, especialmente en tumores de alta

proliferacidon y RH negativos (186,187).

Respecto a otros factores clinicos, la edad de las pacientes al diagndstico es uno de
los de mayor importancia. Las pacientes jovenes alcanzaran mayores tasas de RCp
tras QNA (188). Diversas revisiones han demostrado que las pacientes con alto indice
de masa corporal se asocia a peores tasas de RCp independientemente del subtipo
histoldgico (189,190). Asi, en una revisidon que incluyo 8.872 pacientes de 8 estudios
con QNA se objetivd que las pacientes con peso normal presentaron mayores tasas de

RCp respecto aquellas con obesidad (p=0.003) (189).

Los estudios genéticos constituyen el futuro préoximo de la evaluacidn de la respuesta
a la QNA. Los estudios de biologia molecular también sirven para el conocimiento de
los mecanismos de sensibilidad a distintas drogas, como por ejemplo al paclitaxel
(191). Con el advenimiento y uso del estudio de perfiles o firmas de expresién
genética, esta tecnologia ha incrementado la esperanza en descubrir predictores mas
robustos de respuesta a la terapia, examinando miles de genes en los especimenes
de patologia. Es sabido que muchas de las caracteristicas fenotipicas CM son la causa

de la coordinacién de la expresién de genes. Por ejemplo, los tumores con RH
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positivos difieren de los RH negativos en la expresidén de miles de genes (192,193); el
patrén de expresidon genética de los tumores de alto grado es muy diferente a los de

bajo grado (194).

Actualmente existe mas de un modelo para predecir la RCp. Un claro ejemplo lo
tenemos con la plataforma que analiza 21 genes, de este modo, las pacientes con un
alto valor de recurrencia determinados por el Oncotype Dx tienden a tener una
mayor probabilidad de obtener RCp tras recibir QNA basada en antraciclinas y

taxanos (paclitaxel seguido de FAC) (195).

1.3.3. Factores prondsticos tras quimioterapia neoadyuvante

Dada la gran heterogeneidad en la presentaciéon del CM, su evolucién es
extremadamente variable, dependiendo de multiples factores incluyendo aquellos
intrinsecos del cancer y terapéuticos. Ademas, los factores prondstico para pacientes
gue reciben quimioterapia adyuvante son distintos para aquellas que reciben QNA.
Es por ello, que existen numerosos sistemas que intentan predecir el curso de la
enfermedad, a corto y largo plazo, combinando elementos clinicos, patoldgicos y

bioldgicos.

Como un grupo importante de pacientes que reciben QNA debutan con tumores
localmente avanzados, una preocupacion tedrica acerca del uso de la QNA es la
presencia de recurrencia local después de la cirugia. Dos estudios multicéntricos
revisaron la tasa de recurrencias locales tras la QNA. Rouzier y cols. (196) analizaron
retrospectivamente 257 pacientes tratadas en varios hospitales franceses. El hallazgo
de recurrencia ipsilateral mamaria a 5 y 10 afos fue del 16 y 21%, respectivamente.
Las pacientes con tasas mas altas de recurrencia ipsilateral tenian menos de 40 afios
de edad y el tumor residual después de QNA era mayor a 2 cm. En otro estudio
multicéntrico francés (121) también se publicé una mayor tasa de recurrencia

ipsilateral mamaria, especialmente cuando el tumor primario era mayor de 3 cm.
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En un estudio retrospectivo de Chen y cols. (197)se reviso la base de datos del MD
Anderson Cancer Center desde 1987 hasta el afio 2000, identificdandose 340 pacientes
gue recibieron QNA, seguida de CC y radioterapia. Tras un seguimiento de 5 afios, la
tasa de RLR fue de 4,7% vy la supervivencia libre de RLR a 5 afios del 95%. Los factores
asociados con una alta tasa de RLR fueron: estadio clinico N2 é N3, tumor residual
mayor a 2 cm, patrén multifocal del tumor residual, e invasién linfovascular. El
tamano tumoral no se correlaciond con el patrén de RLR, confirmando que el tamafio

tumoral no es una contraindicacién para realizar cirugia conservadora.

El nimero de ganglios axilares con afectacidn metastasica tras del uso de la QNA es
uno de los mejores factores prondsticos (198,199). Existe suficiente evidencia clinica
gue sugiere que las pacientes con confirmacidn histolégica de afectacion ganglionar
axilar previo al inicio de la QNA y que obtienen una respuesta patoldgica tras la
misma presentaran un mejor prondstico que aquellas que no la alcancen (173,174).
Existe evidencia clinica que demuestra la capacidad de la QNA de convertir ganglios
axilares positivos en negativos. En el estudio NSABP-B18 (91,175) se objetivd que la
tasa de ganglios axilares negativos tras la cirugia el grupo de pacientes tratados con

QNA y quimioterapia adyuvante fue del 59 y 42% respectivamente.

En los ultimos afios, se han buscado nomogramas basados en factores clinicos y
patolégicos que sean capaces de predecir el riesgo de recidiva y la SG, sin embargo, a
pesar de existir gran cantidad de ellos, su aplicacién en la practica clinica es nula
debido a su falta de validacion. Un claro ejemplo es el estudio de Jeruss y cols. (186)
donde utilizaron la combinaciéon de variables clinicas, bioldgicas y patoldgicas. El
objetivo de este estudio fue confirmar su papel como herramienta prondstica de las
pacientes que reciben QNA. En este innovador modelo se combinaba el sistema
clasico de grados clinico-patolégico con dos variables bioldgicas de prondstico
adverso, como son la ausencia de expresion de RH y el alto grado nuclear. En este
estudio se analizaron 932 pacientes y con una mediana de seguimiento de 5 afios. Es

interesante comprobar como con la incorporacion de estas dos variables al sistema
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clasico, la SLE en pacientes que obtuvieron RCp variaba considerablemente, siendo la
tasa de supervivencia mucho menor al no incluir en el analisis las dos variables

bioldgicas adversas.

No cabe duda que el principal factor prondstico del tratamiento neoadyuvante es la
RCp. Sin embargo, no podemos olvidar otros factores clinicos, especialmente la
afectacidon ganglionar y factores patoldgicos, como la expresidn de receptores
hormonales y HER2, que influiran de forma importante en el prondstico de nuestras

pacientes.

1.4. Mecanismos de resistencia al tratamiento neoadyuvante en poblacién HER2

positiva

1.4.1. Introduccion

La sobre-expresion de HER2 se asocia a peor prondstico debido a su impacto en la
supervivencia, proliferacion celular, apoptosis, migracién y metabolismo(200) a raiz
de la activacion de las dos principales vias de sefalizacion: PI3K/Akt/mTOR vy

Ras/Raf/MAPK (201).

La clasificacion en subtipos tumorales del CM (luminal A y B, basal y HER2) ha
supuesto un gran avance ya que ha generado la aparicién de terapias especificas para
cada uno de ellos. Como se ha mencionado anteriormente, la aparicidén de TTZ como
terapia especifica para este subgrupo ha cambiado la historia natural de Ia
enfermedad, sin embargo, existe un grupo importante de pacientes que no
responden al tratamiento debido a la presencia de resistencias, primarias o

secundarias, en la via HER2 (202).

En el subgrupo HER2 la combinacién de terapias anti-HER2 y quimioterapia
proporcionan tasas de RCp superiores al 40-60% cifras que no se alcanzan en tumores

luminal A y B donde son menores al 10% (130,179,203). Aunque no existe ningun
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esquema oOptimo, la administracion secuencial de antraciclinas y taxanos combinados
con TTZ ofrece los mejores resultados (128,130). Recientemente la administracion
concomitante de TTZ y PTZ con quimioterapia basada o no en antraciclinas ha

demostrado ser la mejor opcidn terapéutica (134,145).

Sin embargo, a pesar de elevadas tasas de RCp, existe un grupo importante de
pacientes que no obtendran la respuesta deseada y en consecuencia tendran un
mayor riesgo de recidiva (157). En la actualidad, no existe ningln factor predictivo
gue nos permita seleccionar el tratamiento especifico a cada paciente, desconocemos
gué paciente se podria beneficiar de esquemas con antraciclinas, del doble bloqueo e
incluso de esquemas sin quimioterapia. Unicamente conocemos que el grupo de
tumores HER2 con RH negativos se asocian a mayores tasas de RCp

(134,141,145,187).

Recientemente, ha aumentado el interés por las alteraciones del microambiente
tumoral en el CM. Concretamente, el estudio del infiltrado linfocitario tumoral (TIL)
por inmuno-histoquimica que es una técnica factible desde el punto de vista
asistencial. Puede tener una implicacidn clinica para la seleccidn de las pacientes con
CM mediante la combinacién de los dos factores predictivo de respuesta a la
quimioterapia (los dependientes del tumor y los dependientes del microambiente
tumoral) y como determinante de la progresidén neoplasica (204). En este sentido, en
las pacientes con CM HER2-positivo, se ha descrito que los incrementos de TIL se
asocian a mayores tasas de RCp y a una disminucidn del riesgo de recaida y de muerte

(205).

Es evidente que deben existir mecanismos de resistencia al tratamiento que impiden
conseguir respuesta. Se han descrito multiples mecanismos de resistencia,
destacando entre ellos la activacidon constitutiva de la via de fosfatidininositol 3-
quinasa (PI3K)-AKT asi como cross-talk con otras vias de sefializacién como insulin

growth factor receptor IGFR-1 (206). En cuanto a la activacién constitutiva de la via de
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PI3K-AKT cabe destacar el papel que desarrollan las proteinas fosfatasa y homologo
de la tensina (PTEN) y la subunidad catalitica de PI3K (PI3KCa), capaces de definir la
sensibilidad a TTZ (207-209). Asi, niveles bajos de PTEN se asocian a bajas respuestas
a TTZ, mientras que mutaciones en PI3KCa, principalmente en los exones 4, 7, 9 y 20,

indicaran resistencias al tratamiento.

Del mismo modo, la fosforilacidn del factor de iniciacion 4-E Binding Protein 1 (4EBP1)
indica de manera indirecta el grado de activacién de la via HER-2. Niveles elevados de

p-4EBP1 se asocian a peor prondstico (210).

Sin embargo, todos los trabajos descritos han analizado el papel prondstico de estas
proteinas y genes, pero, son muy pocos los que han revisado su poder predictivo

parala RCp (211,212).

Revisaremos de forma individualizada el papel prondstico y predictivo de cada uno de
ellos asi mismo como los mecanismos de resistencia o en estudio en los siguientes

apartados.

1.4.2. Mecanismo de accidn y resistencia a Trastuzumab

HER2 se caracteriza por carecer de ligando extra-membrana, para su activacion
precisa de la uniéon con uno de los miembros de la familia HER formando
homo/hetero-dimeros y la consecuente activacion mediante fosforilacion de la
cascada de sefializacidén intracelular que incluye la via de las proteina-quinasas

(MAPK) y la via PI3K.

Los conocimientos actuales sobre los mecanismos a través de los cuales actia TTZ se

resumen bdsicamente en tres (figura 13):

- En primer lugar, impide la formacién de heterodimero HER2-HER3 que ocurre bajo

condiciones de sobre-expresion de HER2 (213).
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- En segundo lugar, aceleracién de la internalizacién y la degradacién de los

receptores de la proteina HER2 (214).

- Reclutamiento de células inmunes para atacar y erradicar las células tumorales diana,

mediante citotoxicidad mediada por células dependientes del anticuerpo (215).
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Figura 13. Resumen mecanismos de accién de trastuzumab. AC: anticuercpo; CDK: ciclina-
dependiente de quinasa; ERK, quinasa regulada por sefial extracelular; HER: receptor del factor de
crecimiento epidérmico; HIF: factor inducible por hipoxia; MEK: proteina quinasa mitogena-activada
/ERK quinasa; mTOR: diana de rapamicina en células de mamifero; PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa;
PIP2: fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato; PIP3: fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato; PTEN: fosfatasa y
homoélogo de la tensina; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular. Adaptada de De Padrip

(216).

Como se ha comentado previamente, los mecanismos de resistencia a TTZ son

multiples:

- Alteraciones a nivel de la proteina HER2 con la presencia de formas truncadas

generadas por splicing alternativo como p95 (217,218). P95HER2 es una forma
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truncada de HER2 formada tras la pérdida del dominio extracelular de unién a TTZ,
descrito en el 26% de los CM HER2 positivo(218). Puede ser originada por pérdida
proteolitica del dominio, o bien por inicio alternativo de la translacion desde los
residuos metionina 611 y 687 (219,220) (figura 14). La elevada expresidon de p95HER2
ha sido asociada a una disminucién en la tasa tasas de respuestas en el CM precoz
HER2 positivo y peor prondstico en el CMM tratado con TTZ (217,221). Sin embargo,
existen muchas dificultades a la hora de la cuantificacién y determinacién de
p95HER2, por lo que todavia existen muchas dudas respecto a su papel predictivo y

prondstico(222).

- Mutaciones somaticas que condicionan la activacién constitutiva de HER2. Debido a
alteraciones en el dominio extracelular, como seria el acimulo de formas truncadas, o
bien mutaciones puntuales o inserciones que activarian de forma constitutiva el
receptor en ausencia de sobre-expresion o amplificacion del mismo (223,224) (Figura

14).
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Figura 14. Mecanismos de resistencia a trastuzumab: formas truncadas (p95) y mutaciones en HER2.

Adaptado de Scaltriti M(217).

- Incremento de la senalizacién a través de otros miembros de la familia HER como la

activacion de la tirosina quinasa de EGFR y la sobre-expresion de HER3 se asocian a

resistencias a TTZ (225,226).

- Por otro lado, activaciones por vias alternativas a HER2 como la via de IGFR y del RE

(211,227-230). La sobre-expresion de los RH se asocia a peores tasas de RCp

(141,145,231) y mayores tasas de SG (157).

- Y por ultimo, la que mayor peso podria tener y en la que profundizaremos a

continuacién serian las alteraciones en los componentes de la cascada de sefializacidn
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intracelular PI3K/PTEN/AKT (208,232-234). El principal mecanismo abarca las
alteraciones en la sefalizacion intracelular donde se incluyen las mutaciones
activadoras de PI3KCA y AKT asi como la menor expresion de PTEN lo que conduce a

una activacion constitutiva de la via (235,236).

1.4.3. Activacion de la via de senalizacion PI3K-AKT como mecanismo de

resistencia a terapias anti-HER2

1.4.3.1. PI3KCA

PI3K estd formado por dos subunidades: la subunidad reguladora de 85 KD vy la
subunidad catalitica de 110 KD (237), que esta codificada por el gen PIK3CA. Esta
unidad catalitica usa ATP para fosfoforilar PIP3. Por otro lado, PIP3 es necesario para
el traslado de AKT1 a la superficie celular, donde sera fosforilado y activado por el

resto de quinasas (238).

PI3K fosforila PIP2 en la posicion 3_OH para producir PI(3,4,5)P3 (PIP3). PTEN
defosforila PIP3 a PIP2, bloqueando la sefializacién dependiente de PI3K. PIP3
propaga la sefial intracelular mediante su unién directa a los dominios homdlogos de
la plecstrina de la quinasa dependiente de fosfoinositol (PDK1) y AKT (238). De forma

paralela PDK1 activa mediante la fosforilacidn de la treonina 308 de AKT (239,240).

La sefializacidon a través de PI3K-AKT promueve el crecimiento y supervivencia celular

mediante multiples mecanismos:

- Inhibiendo a miembros de la familia pro-apoptética Bcl-2 como
BAD y BAX (238,241).

- AKT impide la regulacién negativa del factor de transcripcion
NFK-B, permitiendo el incremento de factores de transcripcién
anti-apoptoticos (242).

- Ademas la fosforilacion de Mdm2 antagoniza la apoptosis
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mediada por p53, y AKT negativamente regula la quinasa
glicogeno sintetasa 3 (GSK3) aumentando la supervivencia y
diferenciacion celular (242).

Otro de los aspectos importantes es que AKT fosforila TSC2,
inhibiendo la actividad GTPasa de Rheb del dimero TSC1/TSC2. La
activacion de Rheb activa a su vez mTOR (diana de la rapamicina
en células de mamiferos) y a su vez del complejo mTORC1, que
finalmente incrementa la actividad de la quinasa S6 (241). La
activacion de mTORCL1 tiene como resultado un incremento en la
sintesis de proteinas mediante la fosforilacién del factor de
iniciacién eucaridtico 4E y de la proteina ribosomal S6. Mientras
tanto, un segundo complejo mTOR, mTORC2, permite la
activacion completa de AKT a través de la fosforilacion de la
serina 473 de AKT (243,244). Hay que destacar que la activacién
de la quinasa S6 actua como feed-back negativo disminuyendo la

activacion de PI3K.

65



GPCR

fififtitit ‘ﬁﬁmmwmmﬁmm ittt ' fi
MU 'L‘M‘L‘ LI u&wyw S UIHHUU M p
I I R
plIO' n

m' p'I'IOp

p110c orp PIP2)* s @ - *(PIP2

Class I PI3K " Class Ia P|3K \_/
\Rlctor TOR ’ 308

mTORCZ

I TSC2 FOXO0 BAD MDM2 GSK3
Rheb
PRAS40
_L mTORC1
4E BP1

lng

Figura 15. Via de sefializacién de fosfatidininositol 3-quinasa (PI3K). Flechas representan activacion y

las barras reflejan inhibiciéon. Un feed-back negativo ha sido descrito desde quinasa con diana S6

(S6K) al los adaptadores de la proteina IRS-1. RTK: receptor tirosina quinasa; GPCR: proteina G

acoplada al receptor; P: fosfato; G: proteina G; PTEN: fosfatasa y homdlogo de la tensina; IRS-1:

sustrato 1 del receptor insulinico; elF4E: factor de iniciacion eucaridtico 4E; S6: proteina ribosomal

S6; PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; mTORC2: rapamicina (mTOR) —conteniendo el complejo

proteico 2. (*) p110 alpha, beta, o delta.

Las mutaciones activadoras de PIK3CA han sido encontradas en aproximadamente el

21-28% de los CM estadios I-IV (245-248). Las mutaciones de PIK3CA se localizan

principalmente en dos puntos de los dominios helicoidales (E542K y E545K, en el exdn
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9) y en la subunidad catalitica p110 (H1047R, ex6n 20)(248,249). Estas mutaciones
han demostrado ser tumorogénicas en células epiteliales mamarias mediante la
activacion de PI3K independiente de factores de crecimiento (250). La mutacion en el
dominio p110 (E633K), ha sido descrita en pacientes con CM HER2 positivo (251), la
cual condiciona un incremento en la actividad basal de este dominio, la activacion de

AKT, asi como la transformacidn y supervivencia celular (252).

El impacto de estas mutaciones en la agresividad del CM y prondstico del paciente no
estd del todo claro. Las mutaciones en PIK3CA sugieren en estudios preclinicos
resistencia a terapias anti-HER2 y farmacos contra los receptores tirosina quinasa
(208,235,253,254). Sin embargo, una reciente revision no ha encontrado asociacién
entre la mutaciéon de PIK3CA o la activacién de la via de PI3K y la tasa de respuestas a
esquemas de tratamiento neoadyuvante basados en TTZ en 70 pacientes con CM
HER2 positivo incluidos en 3 estudios (255). Por otro lado, a diferencia de estudios
como Neosphere donde las mutaciones en PI3KCA se asociaron a una menor tasa de
RCp independiente del agente anti-HER2 empleado (230), el estudio fase Il Tryphaena
no ha demostrado diferencias significativas en la tasa de RCp entre diferentes brazos
de tratamiento combinando TTZ + PTZ + quimioterapia en base a la existencia o no de

mutaciones en PI3KCA (detalles en tabla 10) (231).

En enfermedad avanzada HER2 positiva, el estudio fase Ill Cleopatra incluydé 557
pacientes randomizadas a PTZ + TTZ y docetaxel frente a placebo + TTZ y docetaxel
demostré un gran efecto prondstico de las mutaciones de PI3KCA en la SLP, con
mayores tiempos libres de progresién en pacientes no mutados (wild-type) para
PI3KCA independientemente del tratamiento con PTZ (256). Estos resultados
confirman los hallazgos previamente descritos en una cohorte de 80 pacientes con
CM operable HER2 positivo tratados con TTZ durante 1 afio, que mostraron de forma
significativa una menor SLE en los casos con PI3KCA mutados (p = 0.0063). Pacientes

con mutacién en PI3KCA también presentaron una peor SG (p = 0.035) (245).
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Ademads de las mutaciones activadoras de PI3KCA, la expresion del RH es un factor de
resistencia al tratamiento con TTZ mediante el ‘crosstalk’ existente entre ambas vias
de sefializacion (257). En el estudio de Loibl S (258). et al, con 504 muestras de tres
estudios del grupo aleman, se observd que el 21.4% de las pacientes con CM HER2
positivo presentaban mutacién en PIK3CA. La presencia de mutaciéon en PIK3CA se
asocio de manera significativa a menores tasas de RCp (19.4% con mutacién de
PIK3CA vs 32.8% en PIK3CA wild-type; OR=0.49; IC 95%, 0.29-0.83; P=0.008). En 291
tumores RH+, la tasa de RCp fue del 11.3% con mutacién de PIK3CA comparado con
27.5% en PIK3CA wild-type (OR=0.34; IC 95%, 0.15-0.78; P= 0.011). Sin embargo, en
213 pacientes con tumores RH-, la tasa de RCp fue del 30.4% en mutados PIK3CA y del
40.1% sin ella (OR= 0.65; IC 95%, 0.32-1.32; P=0.233).

Del mismo modo, pacientes con CM HER2 positivo, RH positivo y mutacion de PI3KCA
presentan tasas de recidivas mas frecuentes a 3 afios (89 vs 25%; detalles en tabla 10)

segun el andlisis realizado en una cohorte de 46 pacientes tratados con TTZ (259).

Estos datos generan la hipdtesis del andlisis combinado del estado del receptor
hormonal con otros marcadores genéticos, como mutaciones de PI3KCA, es un factor

a considerar en la recidiva de pacientes con CM HER?2 positivo.

Como se ha comentado anteriormente, el papel de la mutacién de PI3KCA como
factor de mal prondstico no estd a dia de hoy del todo establecido, ya que hay
estudios que no han confirmado dicha asociacion como se muestra en la tabla 10
(233,258,260-262). A pesar de la peor tasa de respuestas a terapias anti-HER2
descrita en pacientes con mutacion de PI3KCA, no existen diferencias en términos de
SLP y SG. Estos resultados han sido descritos en dos series recientes de 687 y 504

pacientes con CM HER2 positivo (258,262).

Tabla 10. Resultados clinicos de pacientes con cancer de mama HER2 positivo tratado con

trastuzumab, pertuzumab y lapatinib de acuerdo al estado de PI3KCA.
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Estudio
(Afo)

Paciente

Patologia

N

Pacientes

Farmaco

Resultados

Berns et al

(2007) (235)

Razis et al

(2011) (260)

Nisihimura
et al (2012)
(261)

CM HER+

CMM
HER2+

CMM
HER2+

55

139

15

11

Trastuzumab

Trastuzumab

Trastuzumab

SLP PIK3CA mutacion
(mutado/WT):

p =0.052

TTP (mutado/WT):
HR: 1.6; p=0.210
SLP activacion de via
PI3K

(si/no): p = 0.007
TTP (activado/no
activado):

HR: 1.9; p = 0.048
PIK3CA mutaciones:
—TTP (HR: 2.50; p =
0.003)

— Supervivencia T (p =
0.27)

— Supervivencia M (p =
0.29)

PI3K activacién:
—TTP (HR: 2.16; p =
0.004)

— Supervivencia T (HR:
2.12; p=0.041)

— Supervivencia M
(HR: 2.51; p = 0.006)
SLP 22 meses:
—PIK3CA mut = 5/15
(exones 9/20)

SLP 6 meses:
—PIK3CA mut =0/7
SLP 2 meses:

— PIK3CA mut: 3/11
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Takada et al
(2013) (259)

Loi et al

(2013) (262)

Wang et al

CM
HER2+

CM
HER2+

CM

46

687

70

Trastuzumab Neoadyuvante

(37/46)

Trastuzumab Adyuvante (5/46)

Trastuzumab

Trastuzumab Neoadyuvante

(exones 9/20)

SLR (PIK3CAT/%): 56 vs
85%; p = 0.041

SLP (hR+)PIK3CAt/%:
40 vs 100%;

p =0.001

SLP (hR-)PIK3CAt/%:
100 vs 57%;

p=0.2

SLP (hR+)PIK3CA
(mutated/WT):

25 vs 89%; p = 0.006
PIK3CA
genotlpo/trastuzumab
prondstico:

—SLP (HR: 0.88; p =
0.56)

—SG (HR: 0.603; p =
0.11)

PIK3CA
genotipo/trastuzumab
beneficio p
interaccién:

—SLP (p=0.14), SLR (p
=0.17),

SG (p =0.24)

PIK3CA
SLP/trastuzumab
beneficio

(mutado): HR: 0.19; p
=0.06

(WT): HR: 0.98; p =
0.97

RCp PIK3CA
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(2013) (255)

Cizkova et al

(2013) (245)

Schneeweiss
et al (2014)
(231)

Loibl et al
(2014)
(258)

HER2+

CM
HER2+

CM
HER2+

CM
HER2+

43

37

73
75
77

173

91

Trastuzumab Neoadyuvante

Trastuzumab adyuvante

FEC+T+P;D+T+P
FEC; D+T+P
Carbo+D+T+P

Trastuzumab Neoadyuvante

Lapatinib Neoadyuvante

(mutacion/normal)
RR=1.114; p=0.814
RCp activada/no
activada via PI3K

RR = 0.787; p = 0.459
RR = 0.772; p = 0.462
SLP (poblacion global)
PIK3CA

(mutado/WT; HR:4.26;
p = 0.0063)

SLP trastuzumab
neoadyuvante /
PIK3CA WT (HR: 1)
SLP trastuzumab
adyuvante/PIK3CA
WT (HR: 2.46 [0.45—
13])

SLP trastuzumab
neoadyuvante/
PIK3CA mut (HR: 4.54
[0.64-32])

SLP trastuzumab
adyuvante/PIK3CA
mut (HR: 9.78 [1.8—
53])

RCp (PIK3CA
mutaciéon/WT;

48.7 vs 64.3%; p =
0.17)

RCp (PIK3CA
mutacion/WT; 19.4 vs
32.8%; OR: 0.49; p =
0.008)

hR+ (291/504) RCp
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240
Baselgaetal CMM 557
(2014) (256) HER2+
Majewskiet CM 335

al HER2+
(2015) (263)

Trastuzumab+lapatinib

Neoadyuvante

Pertu+trastuzumab+docetaxel

Trastuzumab+docetaxel

Neoadyuvante:

Paclitaxel+trastuzumab

Paclitaxel+trastuzumab+lapatinib

Paclitaxel+lapatinib

(PIK3CA
mutacion/WT; 11.3 vs
27.5%;

OR:0.34; p=0.011)
hR- (213/504) RCp
(PIK3CA mutacién/
WT; 30.4 vs 40.1%;
OR: 0.65;

p=0.233)

SLP PIK3CA
(mutacion/WT)

HR: 1.065; p = 0.854
SG PIK3CA
(mutacion/WT)

HR: 0.586; p = 0.219
Mediana SLP PIK3CA
(mutados/WT):
12.5vs 21.8 meses
Mediana SLP PIK3CA
(mutados/WT):

8.6 vs 13.8 meses
RCp (PIK3CA
mutacion/WT; 21.3 vs
34.5% IC95%, 2.2-
24%; p = 0.03)

tMutado+ganancia ¥Wild-type + normal + pérdida + disomia parcial uniparental. CM: cancer de

mama; CMM: cancer de mama metastasico; HER2+: HER2 positivo; hR+/-: receptor Hormonal

positivo/negativo; OR: Odds ratio; RCp: respuesta completa patoldgica; RR: tasa de respuestas; SG:

supervivencia global; SLP: supervivencia libre de progresidn; Supervivencia M: supervivencia desde

el diagndstico de la primera metdstasis; Supervivencia T: Supervivencia desde el inicio de

trastuzumab; TTP: Tiempo a la progresion; WT: Wild-type. Tabla modificada de Madrid-Paredes et al

(264).
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Hay que destacar, que en existen pequeias series en los que se analiza el estado de
activacion de la via de PI3K (analisis combinado de la expresién de PTEN y mutaciones
de PI3KCA. Asi, las pacientes con la via de PI3K activada (falta de expresion de PTEN
y/o mutacidén de PI3KCA) presentaron una menor tasa de RCp (265), intervalos mas

cortos de progresion (235) y en la enfermedad avanzada peor SLP y SG.

1.4.3.2. AKT

AKT es una serina/treonina quinasa también conocida como PKB y es una de las
dianas mejor conocidas de los productos lipidicos generados por PI3K. En este sentido,
PIP3, el producto mas abundante de PI3K, es requerido para el traslado de AKT a la
membrana celular (266). La activacién de AKT via PI3K estd implicada en la regulacién
de multiples procesos relacionados con el crecimiento, proliferacion, diferenciaciéon y

supervivencia celular (267).

Un 8% de las pacientes con CMM HER2-positivo presentan la expresidon de AKT (268).
Como se describe en la tabla 11, la expresion y activacion de AKT mediante
fosforilacidn ha sido investigada en el CM como marcador predictivo de respuesta, sin
embargo, los resultados no son concluyentes, ya que muchos estudios no han
encontrado su asociacidn con la respuesta a TTZ y otros pardmetros de supervivencia.
En una serie de 104 pacientes con CMM HER2 positivo tratados con TTZ, AKT
fosforilado (pAKT) ha demostrado su papel de mal pronéstico asociandose a tasas de
SG inferiores (269). En combinacién con la pérdida de PTEN, pAKT también ha sido
capaz de predecir menores tasas de SG en una serie de 137 pacientes con CM HER2
positivo (265). Por otro lado, no se ha descrito asociacidn entre la expresién de AKT y
la resistencia a TTZ en términos de tasa de respuestas en una serie de 25 pacientes

con tanto CMLA o CMM tratado con TTZ (268).

Tabla 11. Resultados clinicos de pacientes con cancer de mama HER?2 positivo tratado con

trastuzumab y lapatinib de acuerdo al estado de AKT.
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Estudio
(Afo)

Paciente N Farmaco

Patologia Pacientes

Resultados

Smith et al
(2004) (270)

Robinson et
al (2006)
(269)

Esteva et al
(2010)
(271)

Duman et al

(2013) (268)

CM HER2+ 77 Trastuzumab

CMM 104 Trastuzumab

HER2+

CMM 137 Trastuzumab

HER2+

CMLAy 25 Trastuzumab

CMM

EGFR+(p-AKT+/p-AKT-)
progresores 82 vs 62%; p
=NS

EGFR-(p-AKT+/p-AKT-)
progresores 80 vs 94%; p
=NS

Mediana SLP (p-AKT+/p-
AKT-)

8 vs 9 meses; p=0.7

Mediana SG (p-AKT+/p-
AKT-)
21vs 17 meses; p = 0.18

SG (p-AKT+/p-AKT-) HR:
0.42;

p =0.02

(p-AKT+/ p-AKT-)

RC + RP + EE (46 vs 35),
PE (26 vs 29);p = 0.298

SG:p=0.526

(PTEN-pérdida+p-AKT+/
PTEN-normal+p-AKT-)
RC + RP + EE (16/30 vs
15/24; p = 0.585)

SG: (PTEN-pérdida+p-
AKT+/ PTEN-normal+p-
AKT-); p = 0.016
Trastuzumab resistencia:

— AKT (+/-): (12 vs 8%)
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HER2+ No trastuzumab
resistencia:
— AKT (+/-): (44 vs 36%);
p=0.79

— CR/AKT expresion (p =

0.154)
Baselga et al CMM 465 Pertuzumab SLP p-Akt citoplasmatico
(2014) HER2+ +trastuzumab+docetaxel (alto/bajo):
(272) HR: 1.09; p = 0.4854

Trastuzumab+docetaxel
SLP p-Akt nuclear
(alto/bajo):
HR: 0.8; p =0.0741

CM: cancer de mama; CMLA: cancer de mama localmente avanzado; CMM: cidncer de mama
metastasico; EE: enfermedad estable; HER2+: HER2 positivo; HR: hazard ratio; NS: no significativo;
RC: respuesta completa; RCp: respuesta completa patoldgica; RP: respuesta parcial; SG:
supervivencia global; SLP: supervivencia libre de progresion. Tabla modificada de Madrid-Paredes et

al (264).

1.4.3.3. PTEN

PTEN es una fosfatasa dual que defosforila fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato
(P13,4,5P3) (273). Del mismo modo que PI3K cataliza la produccién de P13,4,5P3, PTEN

antagoniza con PI3K, regulando la actividad de AKT (238).

La pérdida de la funcién de PTEN ha sido descrita en cerca del 50% de los CM y en

muchos otros tumores y es debida a (273-275):

- Mutaciones en PTEN
- Haploinsuficiencia de PTEN por pérdida de heterocigosidad en el locus PTEN

- Por cambios epigenéticos en PTEN
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La pérdida de funcion de PTEN se cree que es debida a una mayor activacién de la via
PI3K, ya que se considera a PTEN como un inhibidor natural de esta via. Los estudios
in vitro han demostrado que mutaciones inactivadoras de PTEN confieren sensibilidad
a inhibidores de la via PI3K/AKT, demostrando con ello que estas mutaciones

promueven la resistencia a tratamientos (209).

La pérdida de PTEN y su impacto prondstico en el CM asi como resistencias a terapias

anti-HER2 ha sido investigada con resultados contradictorios como indica la tabla 12.

Multiples estudios han demostrado que tumores PTEN-deficientes se asocian a
mayores tasas de resistencia en pacientes con CM HER2 positivo tratados con TTZ
(208,231,259). Sin embargo, al igual que ocurre con las mutaciones de PI3KCA una
revision reciente no ha confirmado el papel prondstico y predictivo de la pérdida de

PTEN en términos de SLP y RCp respectivamente (255).

Recientemente, en 429 muestras del estudio NeoAltto se identificd que el 27/29% de
las pacientes presentaron pérdida de PTEN (H-SCORE <50%) determinada mediante 2
anticuerpos diferentes CST y DAKO respectivamente(276). En las pacientes con
tumores RH- la pérdida de PTEN fue mas marcada 33/36% (CST y DAKO
respectivamente) comparado con tumores RH+ 20/22%. Sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de RCp segun el

estatus de PTEN (32vs33%,P=0.89; 32vs36%; p=0.47, respectivamente).

Sélo un estudio que incluyd 122 pacientes con CM tratados con TTZ demostré el
impacto prondstico negativo de la pérdida de PTEN en términos de SG (277), y de
nuevo, otros estudios, fracasaron en demostrar su impacto prondstico en términos de

TTP y SLP (Tabla 12) (235,256,259-261).

Tabla 12. Resultados clinicos de pacientes con cancer de mama HER?2 positivo tratado con

trastuzumab, pertuzumab y lapatinib de acuerdo al estado de PTEN.

Estudio (Afo) Paciente N Farmaco Resultados
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Patologia  Pacientes
Nagata et al CMM 47 T IRS (0-6; RC+RP) PTEN-/PTEN+
(2004) HER2+ (35.7 vs 66.7%;
p <0.05)
IRS < 4 (RC+RP) PTEN- /PTEN+
(11.1 vs 65.8%; p < 0.01)
Berns et al cCMM 55 T SLP PTEN (alto/bajo): p = 0.127
(2007) HER2+ TTP PTEN (alto/bajo): HR: 1.5; p =
0.3
Faratian et al CMM 122 T Reduccién media SG PTEN
(2009) HER2+ (high/low):
21.6 meses (p = 0.0099)
Razis et al CMM 139 T PTEN pérdida
(2011) HER2+ TTP (HR: 0.67; p = 0.062)
Superv T (HR: 1.92; p = 0.017)
Superv M (HR: 1.69; p = 0.047)
Nisihimuraetal CMM 33 T PTEN descenso expresién
(2012) HER2+ 17/33(51.5%)
Group A (15/33); PTEN descenso
expresion: 5/15
Group B (7/33); PTEN descenso
expresion: 4/7
Group C (11/33); PTEN descenso
expresion: 8/11 (p = 0.13)
Takada et al CM HER2+ 46 T RCp (37/46) = 54%
(2013) Neoadyuvante RCp PTEN: ([normal + ganancia +
(37/46) UPD]/pérdida):

T adyuvante

(5/46)

20 vs 0 (p = 0.009)
SLP ([normal + ganancia +
UPD]/pérdida): NS

SLP ([normal + ganancia +
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Wang et al CMLA
(2013) HER2+
CM precoz
CMM

Schneeweiss et CM HER2+

al (2014)
Baselga et al CMM
(2014) HER2+

154
1437
266

73
75
77
465

T
Neoadyuvante
T

BasadoenT

FEC+T+P;D+T+P
FEC; D+T+P
C+D+T+P
P+T+D

T+D

UPD]/pérdida) RH+: NS

SLR ([normal + ganancia +
UPD]/pérdida) RH-: NA

RCp PTEN pérdida (RR = 0.687; p =
0.099)

SLP PTEN pérdida (HR = 1.096; p =
0.684)

PTEN pérdida (respuesta/no
respuesta; RR = 0.682; p < 0.001)
RCp PTEN citoplasma/(C+D+P+T)
(p=0.0157)

SLP: PTEN nuclear (alto/bajo):

HR: 1.12; p = 0.3622; P interaccion:
0.25

SLP: PTEN citoplasma (alto/bajo:
HR: 1.17; p = 0.2091; P interaccion:
0.15

SG P interaccion (PTEN nuclear):
0.61,

(PTEN citoplasma): 0.016

C: carboplatino; CM: cancer de mama; CMLA: cancer de mama localmente avanzado; CMM: cancer

de mama metastdsico; D: docetaxel; EE: enfermedad estable; FEC: Fluorouracilo + epirubicina +

ciclofosfamida; Grupo A: respondedores; SLP >8 meses; Grupo B: SLP: 3-8 meses; Grupo C: no

respondedores; SLP <3 meses o recidiva durante el tratamiento con trastuzumab;HER2+: HER2

positivo; HR: hazard ratio; NA: no aplicable; NS: no significativo; OR: Odds ratio; P: pertuzumab; R:

respuesta: RC+RP; RC: respuesta completa; RCp: respuesta completa patoldgica; RH+/-: receptor

hormonal positivo/negativo; RP: respuesta parcial; RR: tasa de respuestas; SG: supervivencia global;

SLP: supervivencia libre de progresidn; Supervivencia M: supervivencia desde el diagndstico de la

primera metdstasis; Supervivencia T: Supervivencia desde el inicio de trastuzumab; T: trastuzumab;

TTP tiempo a la progresidon; UPD: disomia uniparental. Tabla modificada de Madrid-Paredes et al

(264).
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1.4.3.4. 4EBP1

Tras la formacién de homo/heterodimeros de HER2, la cascada de sefializacion
alcanza a AKT, su activacidén hace que active otros factores, de ellos uno de los mas
importantes es mTOR, quien a su vez activara a la proteina 1 de unién al factor de
iniciacién 4E (4EBP1) y a la proteina ribosomal quinasa 1 S6 fosforilada (p70S6K1)
(278). 4EBP1 juega un papel critico en el control de la sintesis de proteinas del
ribosoma, y por tanto, en la proliferacion y supervivencia celular a través de la
fosforilacion del factor de iniciacidén eucaridtico 4E (elF4E) (279,280). Definitivamente,
la fosforilacién de 4EBP1 (p-4EBP1) resulta en la liberacidn de elF4E y activacion de la

sintesis de proteinas celulares.

En tumores de mama, se ha demostrado que 4EBP1 se encuentra sobre-expresado en
cerca del 60% de los casos, especialmente en tumores HER2 positivos y Ki67 alto,
mayor tamafio tumoral (210,279) y se asocia a una mayor tasa de recidivas
locales(210), siendo propuesto como un punto clave en la sefializacién celular. Del
mismo modo se asocia frecuentemente sobre-expresado al mismo tiempo que AKT
(279), lo que en conjunto confirmaria su papel esencial en varias vias de sefializacién
actuando como cuello de botella de todas ellas regulando asi la convergencia de
multiples sefiales oncogénicas, regulando la sintesis de proteinas, asi como la

progresion y proliferacion celular.
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Figura 16. Mecanismo de accidn 4EBP1. Adaptado de Rojo F (210).

RTK: receptor tirosina quinasa; MEK: proteina quinasa mitogena-activada /ERK quinasa; mTOR:
diana de rapamicina en células de mamifero; PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa; PTEN: fosfatasa y
homodlogo de la tensina; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular; elF4E: factor de
iniciacidon eucarioético 4E; S6: proteina ribosomal S6; 4EBP1: proteina 1 de unién al factor de

iniciacion 4E.

Recientemente la sobre-expresidon de p-4EBP1 ha confirmado su papel prondstico en
varones con CM (281). Se determind la expresion de p-4EBP1 mediante analisis

inmuno-histoquimico en 337 muestras. Las pacientes con sobre-expresion
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presentaron una menor SLP y SG (log Rank univariante P=0.001; HR multivariante 8.8,

P=0.0001).

La activaciéon de la via PI3K/AKT y 4EBP1 podrian estar asociada a la respuesta a
guimioterapia y radioterapia debido a la activacién de sefales de supervivencia
celular (282), siendo un factor predictivo de respuesta clinica a inhibidores de factores
oncogénicos especificos. De hecho, fosfo-4EBP1 se detectéd en los tumores de
pacientes tratados con inhibidores de EGFR los cuales presentaron inhibicidon de la
proteina EGFR pero no sin obtener respuesta clinica, indicando que 4-EBP1 era

activada a través de otras vias de sefializacidén (283).

1.4.4. Infiltrado linfocitario como factor predictivo y prondéstico en CM Her2-

positivo

1.4.4.1. Introduccion

Es mas que conocido el papel que el sistema inmune juega en los pacientes con
neoplasias, donde la evasiéon del mismo constituye un aspecto critico en el
crecimiento y progresion tumoral (284). Sin embargo, la valoracidn de la respuesta
inmune frente al tumor en el paciente individual es mas que dificil (285). En algunos
tipos de tumores, se han descrito cambios en el fenotipo y funcién de linfocitos en
sangre periférica (286,287), pero, estos cambios no tienen por qué reflejar la misma
situacion en el microambiente tumoral. Por otro lado, la mayor evidencia actual
sugiere que los principales eventos que determinan los resultados de la relacién
huésped-tumor ocurren en el mismo tumor (285). Histéricamente, una serie de
parametros han sido descritos como biomarcadores de la respuesta inmune frente al
microambiente tumoral (288—291). La presencia de infiltrado linfocitario tumoral (TIL)
ha sido definido como biomarcador de la respuesta inmune antitumoral en gran
nimero de tumores desde carcinoma de ovario (292,293), endometrio (294,295) e

incluso CM (296-299).
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Tradicionalmente el CM no ha sido considerado como un tumor de tipo
inmunogénico, sin embargo, el TIL ha sido correlacionado como un factor predictivo y
prondstico positivo en diferentes cohortes (205,300-302). Ademas recientemente, se
ha demostrado la actividad prometedora de diferentes terapias inmunoldgicas (como
inhibidores de la proteina 1 de muerte celular programada o su ligando (PD1)/(PDL1))

en estudios fase Il en diferentes subtipos de CM, especialmente en tumores TN (303).

Es interesante observar que en el CM HER2 positivo, niveles elevados de TIL se
asociaron con un incremento en la supervivencia en pacientes que recibieron dosis
altas de antracicilinas (298). Esta hipdtesis proviene de estudios preclinicos, donde se
demostré que la eficacia de algunas terapias anti-neopldsicas estan relacionadas con
la creacidn de un microambiente inmune favorable (304,305). Por otro lado, como se
ha comentado previamente, la evidencia cientifica actual sugiere que uno de los
mecanismos de accion de TTZ se basa en su capacidad para activar el sistema inmune

innato y adaptado (306—309).

Es conocido desde hace décadas que el CM presenta infiltracién leucocitaria. Este
infiltrado estd formado por diferentes poblaciones celulares, incluyendo linfocitos,
polimorfonucleares, macroéfagos, células dendriticas y mastocitos, todos ellos son
responsables de la respuesta inmune innata y adaptada. La composicion del TIL en el
CM ha sido descrita con gran detalle por Gu-Trantien et al. (310). Los linfocitos T
representan el 75% de las células, la proporcidn de linfocitos B (CD20+) estd por
debajo del 20%, los monocitos constituyen menos del 10%, mientras que las células
natural killer son menos del 5% de todos los leucocitos. De todos ellos el 95% expresa
el antigeno de diferenciacion CD4+. Hay que destacar también la presencia de
linfocitos T reguladores con expresion de FOXP3+, descritos por primera vez por

Gobert et al. (311).

El TIL puede ser diferenciado entre linfocitos infiltrantes del estroma tumoral (TIL

estromal) y los linfocitos que infiltran las islas celulares tumorales llamados TIL intra-
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tumorales (312,313). Ambas determinaciones son validas, pero, el TIL estromal ha
demostrado ser un marcador mas estable y reproducible asi como mas frecuente

siendo la opcidn preferida en la mayoria de los estudios.

En el CM, un incremento en el infiltrado linfocitario, tanto estromal como linfocitario,
se ha asociado a la histologia ductal, alto grado, ausencia de expresion de receptores

hormonales y alta expresion del antigeno de proliferacién Ki67 (297-299,314).

La mayoria de métodos empleados en la actualidad para la deteccién del TIL en las
muestras tumorales estan basados en técnicas inmuno-histoquimicas. Este proceso
emplea muestras fijadas en parafina que incluye tejido tumoral, y en muchos casos se
emplean muestras archivadas en estudios retrospectivos. Para la deteccién de
diferentes poblaciones linfocitarias se emplean anticuerpos monoclonales

comercialmente disponibles.

Desde el punto de vista tecnoldgico y metodoldgico no representa una técnica
compleja, siendo vital la experiencia del patélogo como ocurre en el andlisis de
expresion de los RH y HER2. A diferencia de éstos, la determinacién del TIL no se
realiza de forma rutinaria en la practica clinica habitual, a pesar de la alta evidencia de

su papel prondstico y predictivo.

En el afio 2015, el Grupo de trabajo Internacional en Infiltrado linfocitario tumoral
desarrollé unas guias para la determinacidn del TIL con el objetivo de estandarizar la
técnica de la mejor forma posible. En el apartado 3.9. se describe con mayor

profundidad (315).

Otras técnicas para la determinacién de las diferentes poblaciones celulares incluyen
las firmas de expresion génicas que han demostrado su capacidad prondstica en el

CM (310,316).
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1.4.4.2. Papel del TIL como factor prondstico y predictivo de RCp

Como se ha remarcado previamente, la administracion de tratamientos
neoadyuvantes permite no solo la evaluacion de la capacidad predictiva de
biomarcadores sino que también de cambios dinamicos del biomarcador antes y
después del tratamiento. La administracidn de terapias sistémicas a pacientes con
CM, se asocia a cambios en parametros de laboratorio indicativos de la activacion del
sistema inmune, incluyendo aumento de la concentracidon de neopterina (317), o

incremento del nimero de linfocitos T (318).

Uno de los primeros trabajos que mostraron su capacidad predictiva, fue un estudio
de cohortes con tamafio muestral limitado. 10 de los 73 pacientes que recibieron
guimioterapia neoadyuvante basada en antraciclinas y taxanos alcanzaron RCp. Las
pacientes que alcanzaron RCp se caracterizaban por presentar un mayor TIL CD3+ asi
como de células dendriticas (CD83+) intra-tumorales determinados en la biopsia

diagnéstica (312).

Esta potencial capacidad predictiva fue confirmada en una serie con niumero mayor
de pacientes, incluyendo mas de 1000 muestras de CM RH positivo/negativo y HER2
negativo/positivo que participaron en los estudios GeparDuo y GeparTrio donde
emplearon esquemas de quimioterapia basados en antraciclinas y taxanos. El TIL
intra-tumoral demostré en el andlisis multivariante ser un factor predictivo
independiente de RCp (cohorte inicial: p =.012; cohorte de validacién: p =.001) (205).
La tasa de RCp en pacientes con alta infiltracién linfocitaria (definida como infiltracidn
linfocitaria intratumoral o estromal >60%) fue del 40% mientras que en aquellos con

escaso/nulo infiltrado fue del 7.2%.

Otros trabajos han confirmado su poder predictivo, asi en un estudio con 68
pacientes tratadas con esquemas neoadyuvantes basados en antraciclinas y taxanos,

Yamaguchi et al. describieron que la densidad alta de TIL estromal (se considera TIL
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alto si la densidad del TIL es >1) es un factor predictivo de RCp tanto en el andlisis

univariante and multivariante (Odds ratio, 4.7; IC 95% 2.2-10.06; p < .0001) (319).

Mas recientemente se ha confirmado de forma prospectiva la capacidad predictiva
del TIL estromal e intra-tumoral en muestras diagndsticas de mds de 300 pacientes
con CM HER2 negativo tratadas dentro del estudio neoadyuvante GeparQuinto trial
(320). Siendo ambos factores predictivos independientes de RCp en el analisis

multivariante.

Si revisamos la presencia de TIL segun el subtipo histolégico, observamos un
incremento de los mismos en los CM TN y en algunos trabajos con neoplasias HER2
positivas (316,321). En este sentido, debido a la alta tasa de RCp en tumores TN,
muchos estudios han analizado la asociacién de TILS y RCp en este subtipo (322,323).
Ono et al. observd una asociacidn estadistica significativa entre la RCp y el TIL score

en el subgrupo de tumores TN (323).

Uno de lo estudios con mayor niumero de pacientes fue el analisis realizado en mas de
2000 pacientes incluidas en el ensayo clinico BIG 02-08. Este estudio demostré que
aquellos tumores con mayor TIL intra-tumoral y estromal se asociaba a un incremento

en la SLE y SG en pacientes con tumores RE negativo, HER2 negativo (298).

En cuanto a la poblacion HER2 positiva, existe menor evidencia del papel prondstico y
predictivo del TIL respecto a los tumores TN. Tres estudios neoadyuvantes son los que
hemos de destacar al hablar del papel predictivo de RCp del TIL. En primer lugar, en el
estudio NeoALTTO, de las 455 pacientes que participaron en el estudio, se disponia de
muestras de tejido en 387 (85.1%). El nivel medio de TIL fue de 12.5% (5.0%-30.0%),
con niveles menores en los tumores RH positivos (10.0% (5.0%-22.5%)) vs RH
negativos (12.5% (3.0%-35.0%)) (p=0.02). En cuanto a la RCp, TIL mayores de 5% se
asociaron a mayores tasas de RCp independientemente del grupo de tratamiento (OR

ajustada= 2.60, IC 95% ClI, 1.26-5.39; p=0.01) siendo estas diferencias menos
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marcadas en el grupo que recibié doble bloqueo con TTZ+L como indica la figura 17.
En cuanto a los datos de supervivencia, tras una mediana de seguimiento de 3.77
anos, cada incremento del 1% en el TIL se asocié con una disminucién del 3% en la

tasa de eventos (HR ajustado=0.97, IC 95%, 0.95-0.99; p=0.002) en todos los

subgrupos.
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Figura 17. Tasa de respuestas completas patoldgicas segun la categoria de TIL. Adaptado de Salgado

R (315).

El segundo trabajo hace referencia al estudio Neosphere con TTZ y PTZ. En 243
pacientes se realizé la determinacion del TIL intratumoral y estromal. 14% de las
pacientes presentaron TIL bajo (<5% TIL intratumoral y estromal) y 17% TIL alto (=50%
TIL intratumoral y estromal). Pacientes con TIL bajo presentaron tasas de RCp
menores respecto a las pacientes con TIL intermedio y TIL alto (tasa de RCp: 4.3%,
26.9%, 26.7%, p=0.018, respectivamente). De nuevo, las pacientes que recibieron
doble bloqueo las diferencias fueron menos marcadas, generando la hipdtesis de la

capacidad del doble bloqueo para revertir este posible mecanismo de resistencia.
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Por ultimo, en el afo 2016 ha sido publicado una revisiéon del papel del TIL en 498
pacientes con CM HER2 positivo que fueron tratadas en los estudios GeparQuattro vy
GeparQuinto (324). Los niveles del TIL fueron determinados de dos formas: como una
variable continda (incremento de 10%) y como TIL alto (TIL = 60% TIL), y
correlacionando ambas con la tasa de RCp y la SLE. Ambas determinaciones se
asociaron a incrementos en la tasa de RCp tanto en el andlisis univariante (10% TIL:
OR 1.12, P = 0.002; TIL alto: OR 2.02, p=0.002) como en el multivariante (10% TIL: OR
1.1, P = 0.014; TIL alto: OR 1.87, p=0.009). Las pacientes con RCp/TIL alto presentaron

mejor prondstico que aquellas con No RCp/TIL bajo.

Si revisamos su papel prondstico en estudios de TTZ adyuvante, hemos de destacar el
analisis realizado por la Dra. Pérez en el estudio N9831 (325). Se considerd TIL alto en
aquellos tumores con TIL=60%. Tras una mediana de seguimiento de 4.4 afios, en el
grupo de pacientes tratadas con quimioterapia y TTZ adyuvante (n=456), la SLR
estimada a 10 afios fue del 80% vs 80.1% en pacientes con TIL alto y bajo

respectivamente.

Por otro lado, un estudio retrospectivo fue llevado a cabo por el grupo de la Dra. Loi
utilizando las muestras del ensayo clinico fase lll adyuvante FinHER, que incluyé 1010
pacientes con CM operable, de los cuales 778 eran HER2 negativo. Aquellas con CM
HER2 positivo (n=232) fueron randomizadas a quimioterapia +/- TTZ. Dos patdlogos
independientes cuantificaron el TIL estromal en 935 muestras disponibles. Para los
objetivos principales del estudio: supervivencia libre de enfermedad a distancia
(SLED) e interacciones con TTZ se confirmd, que por cada incremento de un 10% en el
TIL se asocid de forma significativa a una reduccidn en el riesgo de recidiva a distancia
en el grupo de tumores TN (n=134) (0.77; IC 95%, p=0.02); del mismo modo, en el
grupo HER2 positivo (n=209) cada incremento del 10% en el TIL se asocié con una
reduccion del riesgo de recidiva a distancia en los pacientes tratados con TTZ (SLED P

interaccién=0.025) (321).
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Junto con la determinacién inmuno-histoquimica del TIL, las firmas de expresion
génica basadas en genes inmuno-relacionados pueden predecir la tasa de RCp en
pacientes con CM HER2 positivo tratadas con TTZ y TTZ+L (143,326). En 121 pacientes
incluidas en el estudio CHER-LOB, se describio que el TIL y distintos genes inmuno-
relacionados se asociaban a mayores tasas de RCp en el anadlisis univariante, sin
embargo, la asociacidn se mantenia para los genes inmuno-relacionados en el

multivariante (326).

Referente a las poblaciones linfocitarias analizadas, no solo se revisan la poblacion de
linfocitos CD3+, existen estudios que ha demostrado el papel predictivo de otras
subpoblaciones como son los linfocitos con expresion de CD8 y aquellos T reguladores

FOXP3+ (314,327).

El marco neoadyuvante, nos ofrece una oportunidad Unica de disponer de muestras
tumorales pre y post el tratamiento sistémico con el objetivo de estudiar cambios en
el infiltrado linfocitario relacionado con la terapia recibida. Desafortunadamente, el
principal inconveniente es que no puede ser realizado en la poblacion donde
probablemente el analisis de estos cambios pudiera tener mayor relevancia, como
son las pacientes que alcanzan la RCp. Llama la atencién que en la muestra de tejido
residual tras el tratamiento sistémico neoadyuvante, al ser comparada con aquellas
de pacientes que no recibieron tratamiento previo presentan un mayor infiltrado
leucocitario de la serie mieloide, destacando neutrdfilos y mastocitos (328). La
poblacidn de TIL en pacientes tras la QNA se caracteriza por la presencia de un
fenotipo inmune activo, con una ratio CD8+/CD4+ elevada o bien la expresion de
grancima B. Otros cambios también descritos tras la neoadyuvancia han sido:
incrementos en el nimero de linfocitos CD3+ intra-tumorales y estromales, CD56+ y
células dendriticas acompafiado de un descenso del factor de crecimiento vascular

endotelial y menor nimero de monocitos CD68+ (312).
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Se ha descrito recientemente una asociacién entre un incremento de TIL y respuestas
objetivas tras el tratamiento con paclitaxel neoadyuvante (329). En el mismo sentido,
el grupo del Dr. Ladoire examinaron diferentes poblaciones de TIL: CD3+, CD8+ vy
FOXP3+ TIL antes y después del tratamiento neoadyuvante en 56 pacientes (330). La
RCp se asocid con la desaparicidon de linfocitos T reguladores FOXP3+ TIL, mientras
gue la infiltracién de la pieza quiridrgica por subpoblaciones CD3+ y CD8+ se mantuvo
estable. En posteriores investigaciones se amplié esta observacidn para analizar su
capacidad pronéstica (331). Niveles elevados de CD8+ y descensos de FOXP3+ tras la
guimioterapia adyuvante se asociaron de forma significativa a incrementos en
supervivencia. En el analisis multivariante se mantuvo la ratio CD8+/FOXP3+ vy el
estadio patolégico como factores prondsticos independientes. De este modo se
propuso un score incorporando el estadio patoldgico y la ratio CD8+/FOXP3+ donde
pacientes con enfermedad residual limitada y ratio CD8+/FOXP3+ alta presentaban

SLR y SG cercanas al 100%.

Respecto a los cambios en linfocitos FOXP3+ estromales y su asociacidn con la RCp, se
han publicado varios trabajos. La desaparicion de linfocitos FOXP3+ se asocié a una
mayor tasa de RCp en el estudio publicado por Liu et al. (332) mientras que la
persistencia de FOXP3+ intra-tumoral se asocié a peor prondstico. El grupo de Aruga
et al analizé los cambios en linfocitos FOXP3+ (333). Tras comparar el nimero de
linfocitos FOXP3+ previo y tras la quimioterapia neoadyuvante, se observé que las
pacientes con menores cifras, previa y tras la QNA, presentaban de forma significativa

un mejor prondstico a largo plazo.

Con todo ello, referente al TIL como factor predictivo y prondstico, hemos de destacar
la importancia de la estandarizacion de la técnica inmuno-histoquimica con el
desarrollo de guias de consenso; en segundo lugar el TIL ha demostrado su capacidad
predictiva de RCp y prondstica, en especial el TIL estromal y sobretodo en tumores
TN; por Ultimo existe escasa evidencia del papel predictivo y prondstico del TIL en CM

HER2 positivo, donde se ha observado su capacidad predictiva al tratamiento con TTZ.
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2. Hipotesis y Objetivos
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2.1. Hipétesis

* El tratamiento neoadyuvante del cancer de mama, definido como Ia
administracién de tratamiento sistémico previo a la cirugia, ofrece diferentes
ventajas, entre ellas estudiar marcadores subrogados que puedan predecir
respuesta clinica y supervivencia a largo plazo (95,167,175,179).

* La respuesta completa patolégica (RCp) definida como la ausencia de tumor
infiltrante en la mama y axila en la pieza quirdrgica tras el tratamiento
neoadyuvante se asocia a mayor supervivencia libre de enfermedad y global
cuando se compara con aquellas pacientes que no alcanzan la misma(157,167).

* El subgrupo de tumores HER2 positivo presenta altas tasas de RCp que oscilan
entre el 30-60%(119,128,130).

* En el subgrupo de tumores HER2 positivo el tratamiento de elecciéon es la
combinacién de quimioterapia con terapias anti-HER2 (TTZ) ya que duplica la tasa
de RCp frente a quimioterapia sola(128,130).

* No existe un esquema de quimioterapia estandar, aunque los esquemas con
antraciclinas y taxanos son los que ofrecen las mayores tasas de RCp
(128,133,136,140,334).

* A pesar de ello, no disponemos de factores predictivos de RCp que permitan
identificar qué subgrupo se beneficiara del tratamiento y por otro lado qué
tumores seran resistentes. En la actualidad, Unicamente se ha descrito que
aquellas neoplasias con receptores hormonales (RH) negativos se asociaran a una
mayor tasa de RCp (202).

* Han sido descritos diferentes mecanismos de resistencia a las terapias HER2.
Destaca entre todas ellas la via de sefializacion PI3K/AKT. El analisis de algunos de
los elementos implicados en esta via podria identificar marcadores de
sensibilidad/resistencia al tratamiento neoadyuvante asi como prondsticos

(201,206-210,212,229,233,265).
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* Mas recientemente, se ha descrito el papel predictivo y prondstico del infiltrado
linfocitario estromal. En este sentido, su papel ha sido estudiado principalmente
en tumores triple negativos, existiendo pocos datos en la enfermedad HER2
positiva (313).

* Por tanto, la hipdtesis de trabajo sera que el estudio de diferentes de factores
moleculares determinados en la biopsia diagndstica pueden predecir respuesta o
resistencia al tratamiento quimioterapico neoadyuvante basado en antraciclinas,
taxanos y TTZ, en términos de RCp.

* Por otro lado, estos factores moleculares analizados en la biopsia diagndstica y en
la enfermedad residual de aquellas pacientes que no alcancen la RCp pueden
predecir el prondstico en términos de supervivencia libre de progresion y

supervivencia global.

2.2. Objetivo Principal

* Evaluar la capacidad predictiva de los niveles de expresién inmuno-
histoquimicos de PTEN, p-AKT, p-4EBP1 e infiltrado linfocitario estromal, asi
como el analisis de mutaciones de PI3KCA en términos de RCp determinados
en la biopsia diagndstica de tumores HER2 positivo tratados con
guimioterapia neoadyuvante basada antraciclinas, taxanos y agentes

antiHER2.

2.3. Objetivos Secundarios

* Determinar la capacidad predictiva de la expresién IHQ de RH determinados
en la biopsia diagndstica en términos de RCp.

* Determinar la capacidad predictiva de otras variables clinicas y patoldgicas
recogidas en el analisis en términos de RCp y su comparacion con los factores

moleculares a estudio.
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Describir los niveles de expresidon inmuno-histoquimicos de RH, PTEN, p-AKT,
p-4EBP1 e infiltrado linfocitario estromal en la enfermedad residual de la
pieza quirurgica.

Comparar la expresién de estos marcadores entre la enfermedad residual de
la pieza quirurgica y su grado de concordancia con la biopsia diagndstica.
Comparar la expresidon de estos marcadores en dos poblaciones diferentes:
RH negativos / RH positivos en la biopsia diagnéstica.

Cuantificar la amplificacion del gen HER2 mediante la técnica de FISH en el
tumor primario y la enfermedad residual y analizar las diferencias.
Determinar el valor prondstico de los niveles de expresién inmuno-
histoquimicos de PTEN, p-AKT, p-4EBP1 e infiltrado linfocitario estromal, asi
como el analisis de mutaciones de PI3KCA determinados en la biopsia
diagndstica en términos de supervivencia libre de progresion y supervivencia
global.

Determinar el valor prondstico de los niveles de expresién inmuno-
histoquimicos de PTEN, p-AKT, p-4EBP1 e infiltrado linfocitario estromal
determinados en la enfermedad residual en términos de supervivencia libre
de progresion y supervivencia global.

Determinar el valor prondstico de la expresién de RH en la biopsia diagndstica
en términos de supervivencia libre de progresion y supervivencia global.
Determinar el valor prondstico de la amplificacion del gen HER2 mediante la
técnica de FISH en la enfermedad residual en términos de supervivencia libre
de progresion y supervivencia global.

Determinar el valor prondstico de otras variables clinicas y patoldgicas
recogidas en el analisis en términos de supervivencia libre de progresion y

supervivencia global y su comparacion con los factores moleculares a estudio.
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3. Disefio y Metodologia
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3.1. Diseio

3.2.

Andlisis descriptivo de factores moleculares predictivos de respuesta completa
patolégica en muestras de tumores de pacientes con cancer de mama HER2
positivo tratados con antraciclinas, taxanos y agentes anti-HER2 como esquema
de quimioterapia neoadyuvante.

El analisis inmuno-histoquimico y de mutaciones se practicard tanto en la biopsia
diagndstica como en la enfermedad residual en aquellos tumores que no
alcancen la RCp.

El siguiente estudio ha sido desarrollado siguiendo las guias de marcadores
prondésticos REMARK (Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic

Studies) (335).

Pacientes

Pacientes con diagndstico entre los afnos 2007-2013de CM HER?2 positivo estadio
clinico lI-1ll tratadas con quimioterapia neoadyuvante basada en antraciclinas,
taxanos y terapia anti-HER2, operadas y de las que dispongamos material
parafinado del diagndstico primario, hemos identificado 86 pacientes candidatas

(figura 18).
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4.037 pacientes incluidas en base de datos de FIVO

1.389 pacientes diagnosticadas entre 2008-2013

487 pacientes tratadas con quimioterapia neoadyuvante

117 pacientes con CM HER2 positivo

86 pacientes con biopsia diagndstica disponible

Figura 18. Diagrama de seleccién de pacientes.

* El estudio diagndstico de las pacientes ha sido homogéneo e incluye Ia
exploracién fisica y radiolégica de la mama, axila y el estudio de extensién
(radiografia de tdrax, ecografia hepatica y gammagrafia 6sea) con el objetivo de

descartar enfermedad metastasica a distancia.

3.3. Criterios de Inclusion

Las pacientes seran elegibles solo si cumplen todos los criterios de inclusion

siguientes:

1. Consentimiento informado por escrito para la realizacion de todos los
procedimientos del estudio en base a la normativa local, antes de iniciar los
procedimientos especificos del protocolo.

2. Disponer de material parafinado procedente de la biopsia diagndstica.

3. Carcinoma de mama invasivo estadio clinico II-lll sometido a tratamiento
guimioterapico neoadyuvante basado en antraciclinas, taxanos y agentes anti
HER2. y posterior cirugia primaria definitiva.

4. Cancer de mama invasivo HER2 positivo definido como: inmuno-histoquimia

3+ en > 10% de las células inmuno-reactivas o bien amplificaciéon del gen
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HER2 por hibridacién in situ (FISH, CISH), definida como proporciéon de
sefiales de gen HER2 del centrémero 17 22.2.
5. Céncer de mama invasivo con determinacién mediante técnicas inmuno-

histoquimicas de la expresidon de receptores hormonales.

3.4. Criterios de exclusion

Las pacientes no serdn elegibles si cumplen cualquiera de los criterios de exclusion

siguientes:

1. Carecer de material parafinado para andlisis.

2. Evidencia clinica o radioldgica de metastasis en el momento del diagndstico.

3. Pacientes con otras neoplasias concurrentes que no sean cancer de piel no
melanoma, melanoma in situ o cadncer cérvico-uterino in situ adecuadamente
tratados. Las pacientes con otros canceres no mamarios deben haber estado

libres de enfermedad durante al menos 5 afios.

3.5. Periodo de estudio

Pacientes con cancer de mama y sobre-expresion de HER2 diagnosticadas en la

Fundacién IVO entre 2007 y 2013.

3.6. Pautas clinicas/quirurgicas

El tratamiento quimioterdpico neoadyuvante se administrard como practica clinica
habitual durante un total de seis a ocho ciclos o hasta cirugia definitiva, primer signo
de progresidon de la enfermedad, toxicidad inaceptable. Un ciclo de tratamiento se

establece en un periodo de 21 dias.

Dos esquemas quimioterdpicos neoadyuvantes han sido empleados:
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-MTH: Doxorrubicina liposdémica no pegilada 50 mg/m2 dia 1 cada 3 semanas +
Paclitaxel semanal 80 mg/m2 + Trastuzumab semanal 2 mg/kg (con dosis de carga 4

mg/kg el dia 1) dia 1, 8, 15 x 6 ciclos completando un total de 18 semanas.

-AC x 4 seguido de Paclitaxel + Trastuzumab semanal x 12 semanas: Doxorrubicina
convencional 60 mg/mz, Ciclofosfamida 600 mg/m2 dia 1 cada 3 semanas x 4 ciclos
seguido de Paclitaxel semanal 80 mg/m2 + Trastuzumab semanal 2 mg/kg (con dosis

de carga 4 mg/kg el dia 1) durante 12 semanas.

Se evalua la respuesta clinica siguiendo los criterios RECIST 1.1. Dicha evaluacién de
respuesta se realiza durante y tras finalizar la QNA mediante exploracién fisica y

radiolégica (mamografia, ecografia, resonancia magnética de mama)(336).

La cirugia se realizard en base a la practica local habitual durante las 4-6 semanas
siguientes a la finalizacién de la QNA mediante exéresis del tumor primario
(tumorectomia + limites o mastectomia) y muestreo ganglionar axilar de I-lll nivel /

exéresis del ganglio centinela en los casos indicados segun guias clinicas.

Tras la cirugia los pacientes reciben tratamiento sistémico y radioterapico adyuvante

segun guias clinicas locales.
3.7. Recogida de Datos

Para la recogida de datos se ha disefiado una tabla Excel que ha incluido informacion

de cada una de las pacientes candidatas.
De la historia clinica se obtendran diferentes variables clinicas como son:

- Afo del diagnéstico.
- Edad de la paciente al diagnéstico.

- Estadio clinico de la enfermedad: cTNM
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Grado histoldgico: grado 1-3.

Estatus de RH en la biopsia diagndstica: positivo / negativo. Se considera RH
positivo a aquellas pacientes con expresion de RE y/o RP mayor o igual del
1% (337).

Estatus de HER2 en la biopsia diagndstica: mediante inmuno-histoquimia y
FISH.

Estatus de Ki67 en la biopsia diagndstica: <13y > 13

Tipo de quimioterapia neoadyuvante: MTH o AC seguido de Paclitaxel y TTZ.
Administracion completa del tratamiento QNA: si o0 no.

Maxima respuesta clinica obtenida durante y al finalizar el tratamiento
neoadyuvante.

Tipo de cirugia practicada: cirugia conservadora o mastectomia.

Estadio patoldgico de la enfermedad tras la cirugia.

Tratamiento adyuvante recibido: radioterapia, TTZ y hormonoterapia.

Fecha del ultimo control y estado en el ultimo control.

Recidiva de la enfermedad: si / no.

Fecha de la recidiva.

Tras la determinacion de los marcadores inmuno-histoquimicos, TIL y mutaciones de

PIBKCA por los servicios de Anatomia Patoldgica y Biologia Molecular de nuestro

centro se han recogido los datos generados.

En cuanto a la recaida, se incluyen recidivas por carcinoma infiltrante o no infiltrante,

locales, loco-regionales y metastasicas.

Se define la supervivencia libre de progresién como el intervalo de tiempo

transcurrido desde el diagndstico y el momento de la recaida.

Se define la supervivencia global el intervalo de tiempo transcurrido desde el

diagndstico y el momento del dltimo control.
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3.8. Determinaciones inmuno-histoquimicas a realizar

Estudio sobre material parafinado de los marcadores propuestos mediante las

técnicas habituales de diagndstico disponibles en el Servicio de Anatomia Patolégica.

Para todos ellos se procederd a la determinacidén semi-cuantitativa del porcentaje de
células tefiidas (0-100%), localizacion de la tincidn (nuclear, citopldasmica o ambas) asi
como de la intensidad de la misma (O=negativo, 1=débil, 2=moderado, 3= fuerte).
Posteriormente se calculard el H-score multiplicando el porcentaje de células tefidas
(0-100%) por la correspondiente intensidad de tincion (0-3) siendo la maxima

puntuacién 300 (0-300). Se considerara como positivo un H-score>50.

El estudio para los marcadores seleccionados del tumor pre-tratamiento se realizara

en el tejido obtenido mediante biopsia con aguja gruesa practicada al diagndstico.

Por otro lado, en aquellos casos en los que reste enfermedad tumoral residual
infiltrante tras la cirugia se completard el mismo proceso de analisis inmuno-

histoquimico y el analisis del infiltrado linfocitario.

Se detallan los anticuerpos empleados para la determinacidon inmuno-histoquimica:

PTEN:

Niveles de expresién de PTEN mediante IHQ en tejido parafinado empleando el

anticuerpo Anti Human PTEN (Clon 6h2.1).

p-AKT:

Niveles de expresion de p-AKT mediante IHQ en tejido parafinado empleando el

anticuerpo Phospho — Akt (Ser473) (587F11).

p-4EBP1:
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Niveles de expresion de p-4EBP1 mediante IHQ en tejido parafinado empleando el

anticuerpo Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4).

Para todos ellos se procederd a la determinacidén semi-cuantitativa del porcentaje de
células tefiidas (0-100%), localizacion de la tincién (nuclear, citoplasmica o ambas) asi
como de la intensidad de la misma (O=negativo, 1=débil, 2=moderado, 3=

fuerte)(208).

Para el calculo de PTEN emplearemos el score inmuno-reactivo (IRS): porcentaje de
células (0=0; 1=1-11%, 2=12-50%; 3=51-80%; 4>80%) x intensidad (O=negativo,
1=débil, 2=moderado, 3= fuerte). Se considerara pérdida de PTEN negativo si IRS-

score es £3(271).

Para PTEN posteriormente se calculara el H-score multiplicando el porcentaje de
células tefidas (0-100%) por la correspondiente intensidad de tincién (0-3) siendo la
maxima puntuacion 300 (0-300). Se considerara como pérdida de PTEN si H-score <40

(338).

En el caso de p-AKT y p-4EBP1, posteriormente se calculara el H-score multiplicando
el porcentaje de células tefiidas (0-100%) por la correspondiente intensidad de tincién
(0-3) siendo la maxima puntuacion 300 (0-300). Se considerara como positivo un H-

score>50(210,271).

3.9. Estudio del infiltrado linfocitario tumoral

Seleccionamos las pacientes con muestra histoldgica suficiente tumoral pre y post-

tratamiento.

La evaluacién y cuantificacion de la infiltracidn linfocitaria se realizard segun las
recomendaciones del Grupo de trabajo Internacional en Infiltrado linfocitario

tumoral (315).
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Para ello se selecciona de la muestra parafinada tefiida con hematoxilina eosina el
area tumoral. Se define el area estromal identificaAndose en el borde invasivo tumoral
la poblacidon global de linfocitos infiltrantes (no se procede al analisis de
subpoblaciones linfocitarias) siempre sin incluir en la evaluacién los granulocitos
presentes en las dreas necréticas. Para la cuantificacion del TIL estromal se empleara
como denominador el area de tejido estromal, no el numero total de células

estromales.

El TIL debe ser expresado como pardmetro continuo. El porcentaje estromal de TIL es
un parametro semi-cuantitativo de esta valoracidn, es decir, un TIL del 80% significa

que el 80% del drea estromal muestra un denso infiltrado mononuclear.

En caso de que el resultado sea cuestionable debe ser evaluado por un segundo
patdlogo. En aquellos casos con tumores heterogéneos deben ser evaluadas distintas

regiones y realizar un promedio (Figura 19).
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Figura 19. Estandarizacion y guias para la evaluacion de TIL. Adaptada de Salgado R.(315)

Como se muestra en la figura 19, el TIL estromal debe ser comunicado como
porcentaje (las imagenes son utilizadas como guia practica). Se muestran imagenes
representativas de diferentes % de TIL estromal . El drea estromal estd marcada en

cada imagen.
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Se considerara TIL enriquecido si el infiltrado linfocitario es >10% (315).

3.10. Estudio de mutaciones de PI3KCA

Estudio sobre material parafinado de las mutaciones de PI3KCA mediante las técnicas
habituales de diagndstico disponibles en el Servicio de Biologia Molecular de nuestro

centro mediante el sistema Cobas  PIK3CA Mutation Test.

La prueba de mutacion Cobas® PIK3CA es una prueba de PCR en tiempo real para la
deteccidn cualitativa e identificacion de mutaciones en los exones 1, 4, 7, 9 y 20 del
gen de la subunidad alfa de la isoforma fosfatidilinositol-3-cinasa alfa (PI3KCA) a partir
de ADN obtenido de material fijado y embebido en parafina. Esta técnica se

caracteriza por:

* Ser mds sensible y especifica en la deteccion de mutaciones PIK3CA que la
secuenciacién convencional Sanger.

* Se pueden obtener resultados de la prueba PIK3CA a partir de una sola
seccidon material incluido en parafina con un grosor de 5 um y con hasta un
10% de contenido en células tumorales.

* Poderse realizar en <8 horas.

* Poderse detectar con fiabilidad las mutaciones PIK3CA en los exones 9 y 20

con un nivel de mutacion > 5%.

3.11. Variables

- Variables cuantitativas: edad al diagnéstico del CM, Ki67, TIL.

- Variables cualitativas: estadio clinico de la enfermedad, grado histolégico,

status de receptores hormonales y HER2 en la biopsia inicial, KI67, tipo de
guimioterapia y numero de ciclos administrados, respuesta clinica obtenida,

tipo de cirugia practicada, estadio patoldgico de la enfermedad tras la cirugia,
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H-score de PTEN, p-AKT, p-4EBP1, TIL enriquecido, mutacidn de PI3KCA en
biopsia diagndstica y enfermedad residual, FISH en enfermedad residual,

guimioterapia adyuvante, hormonoterapia o radioterapia adyuvante.

3.12. Método estadistico

El andlisis estadistico de esta tesis doctoral se ha realizado mediante el programa
estadistico SPSS 22.0 (SPSS, Chicago, lllinois, USA). En todos los contrastes se han

considerado pruebas bilaterales y un nivel de significacion del 5%.

En todos los analisis se ha llevado a cabo en primer lugar un analisis descriptivo de las
variables de interés en el estudio, utilizando para ello tanto herramientas graficas

como analiticas.

Se han empleado tablas resumen para referenciar frecuencias absolutas y relativas
para el andlisis descriptivo de las variables categdricas. La media, mediana, rango e
intervalos de confianza han sido aplicados para la descripciéon de las variables
continuas. La asociacion estadistica entre variables categdricas ha sido realizada
mediante el método de Chi-cuadrado. Asi, se ha utilizado este método para evaluar la
asociacioén entre la RCp vy las diferentes variables categodricas estudiadas, tanto clinicas
como moleculares. El estudio estadistico de asociacion entre variables continuas con
variables dicotémicas ha sido mediante la determinaciéon de la de t de Student.
También se ha valorado la posible existencia de correlacidén entre variable continuas.
Una vez realizado el analisis univariante y determinado las posibles variables que
pueden tener relacién con la RCp, variable principal del estudio, se ha realizado un
analisis multivariante de regresion multiple para valorar aquellas variables que
presenten una mayor peso independiente en relacion con la RCp, que es el objetivo

principal del estudio.

En la estrategia de construccion de modelos multivariantes se han considerado todas

las pacientes en el analisis, estudiando que factores influian significativamente con la
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presencia de cada uno de los eventos de interés. A continuacidn se ha construido un
modelo multivariante forzando la entrada en el modelo de la presencia o no de RCp, y
utilizando un esquema secuencial para la entrada del resto de factores. Finalmente se
ha obtenido un modelo multivariante donde se tiene una estimacién del efecto de la
mutacién controlado por el conjunto de variables que influyen sobre la supervivencia

al evento de interés.

Para el analisis de la supervivencia global, se ha estimado la supervivencia (junto con
un intervalo de confianza al 95%) para diferentes horizontes temporales de interés
dentro del periodo de seguimiento a partir de las curvas de supervivencia actuariales
estimadas mediante el método de Kaplan-Meier. Para toda la poblacién se han
ajustado en primer lugar modelos de regresidon de Cox univariantes para cada una de
las caracteristicas asociadas al cancer de mama diagnosticado con el fin de
determinar que variables estaban relacionadas significativamente con la
supervivencia global. Para cada modelo se ofrece la estimacidon de la tasa de riesgos
instantaneos (HR), un intervalo de confianza al 95% para dicha estimacién y el p-valor
asociado a su significatividad. A partir de aquellas variables significativas desde el
punto de vista univariante para un nivel de significacién del 10%, se ha construido un
modelo multivariante de Cox utilizando una estrategia condicional hacia atrds con
probabilidad de entrada y salida del 5%. En todos los contrastes se ha analizando la
idoneidad de la hipdtesis de riesgos proporcionales utilizando tanto pruebas graficas

como analiticas.

Del mismo modo se ha llevado a cabo un analisis de la supervivencia libre de
progresion. Se ha considerado como censura el fallecimiento del paciente sin
experimentar estos eventos. Se ha llevado a cabo el mismo procedimiento empleado

en el andlisis de la supervivencia global.

106



3.13. Aspectos éticos

El presente estudio no genera ningun riesgo para el paciente, ya que su disefio es
observacional, retrospectivo y no existe ninguna intervencidn terapéutica. Se realiza
un estudio diagndstico de las muestras tumorales empleando biomarcadores que se
aplican habitualmente y de ningin modo supone intervencién sobre el paciente ni
modificacién de la actitud terapéutica. El estudio se llevara a cabo siguiendo los
requerimientos expresados en la legislacion vigente (LEY 14/2007, de 3 de julio, de

Investigacién biomédica).

El protocolo del presente estudio fue aprobado por el Comité ético de la Fundacion

Instituto Valenciano de Oncologia.
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4. Resultados y Desarrollo
Argumental
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4.1. Analisis de la poblacién del estudio

4.1.1. Descripcion de las principales caracteristicas de la muestra analizada

En primer lugar, vamos a describir las principales caracteristicas y evolucién de las
pacientes que recibieron tratamiento quimioterdpico neoadyuvante basado en
antraciclinas, taxanos y TTZ y posteriormente fueron sometidas a cirugia. En concreto
se seleccionaron 86 pacientes, todas ellas diagnosticadas y tratadas en la Fundacién

Instituto Valenciano de Oncologia.

La tabla 13 ofrece un resumen de las caracteristicas clinicas recogidas del global de Ia

muestra.

Tabla 13. Caracteristicas basales de las pacientes incluidas en el estudio.

Caracteristica principal Total

86 (100%)

Edad
Edad Media 49.68
Edad Mediana 47.34
cT
cT1-cT2 35 (40.7%)
cT3-cT4 51 (59.3%)
cN
cNO 12 (14.0%)
cN1-2 74 (86.0%)

Estadio Clinico

Estadio Il 36 (41.9%)

Estadio Il 50 (58.1%)
Histologia

Ductal 80 (93%)

Lobulillar 4 (4.7%)
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Otros
Grado Histoldgico
Grado 1
Grado 2
Grado 3
Desconocido
Ki67
Ki67<13
Ki67>13
Desconocido
Receptor Estrogénico
Positivo
Negativo
Receptor Progesterona
Positivo
Negativo
HER2
Positivo por IMH (+++)
Positivo por FISH (amplificado)
Subtipo histolégico
RH+/HER2+
RH-/HER2+
Esquema de quimioterapia
MTH
AC seguido de TH
Intensidad de dosis neoadyuvancia
Completa el tratamiento previsto
No completa el tratamiento
Tipo de cirugia
Conservadora
Mastectomia
Radioterapia adyuvante
Si
No

2 (2.3%)

2 (2.3%)
37 (43.0%)
40 (46.5%)
7 (8.1%)

2 (2.3%)
54 (62.8%)
30 (34.9%)

43 (50%)
43 (50%)

32 (37.2%)
54 (62.8%)

77 (89.5%)
33 (38.4%)

43 (50%)
43 (50%)

74 (86%)
12 (14%)

71 (82.6%)
15 (17.4%)

41 (47.7%)
45 (52.3%)

84 (97.7%)
2 (2.3%)
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Hormonoterapia adyuvante
Si 45 (53.6%)
No 41 (46.4%)
Trastuzumab adyuvante
Si 82 (95.3%)
No 4(4.7%)

A: doxorrubicina convencional; C: ciclofosfamida; H: trastuzumab; IMH: inmuno-histoquimia; RH:

receptores hormonales. T: paclitaxel.

4.1.1.1. Descripcion del afio del diagndstico del CM

La figura 20 muestra la distribucion de pacientes segun el afio en que tuvo lugar el
diagndstico histoldgico del CM. Las pacientes incluidas con diagndstico mas antiguo
datan de 2007 (10 pacientes (11.6%)) y el mas reciente de 2013 (10 pacientes).
Unicamente 6 pacientes (7%) fueron diagnosticadas en 2012 mientras que 22
pacientes (25.6%) se diagnosticaron en 2009. El grupo mas numeroso con 53

pacientes (61.6%) fueron las diagnosticadas entre 2009 y 2011.

30,0%

20,0%+

Porcentaje

10,0%+

20]07 20|08 20|09 ZOIIO 20]11 20l12 20|13
Afio diagndstico

Figura 20. Distribucion de las pacientes incluidas en el estudio segun el afio de diagndstico del CM.
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4.1.1.2. Edad de la paciente en el momento del diagnéstico del CM

En la tabla 13 podemos ver que la edad media al diagndstico fue de 49,68 afios y la
edad mediana de 47.34 afios con valores entre los 27 y los 80 afios. Se observa en la
figura 21 que 49 pacientes (57.0%) fueron diagnosticadas antes de los 50 afios frente
a 37 pacientes (43.0%) con 50 o mas afios de edad. Cabe destacar que tan sélo 8

pacientes (8.1%) tenian 65 aiflos o mas al diagnédstico.

Edad al
diagnéstico

M menor de 50
[@igual/mayor de 50

Figura 21. Distribucidn de las pacientes incluidas en el estudio segtin la edad al diagndstico del CM.

4.1.1.3. Tamaiio clinico tumoral al diagnéstico del CM

De las 86 pacientes analizadas, 35 pacientes (40.7%) presentaban al diagndstico
tumores menores o iguales de 5 centimetros (cT1-2) determinado mediante
mamografia /ecografia /RM de mama. Tan sélo 1 paciente presentd un tumor menor o
igual a 2 cm (cT1). Tumores mayores de 5 cm (cT3) fueron descritos en 31 pacientes

(36.0%), mientras que 20 pacientes (23.3%) presentaron tumores T4, de los cuales 7
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(8.1%) fueron carcinomas inflamatorios de mama (cT4d). La figura 22 muestra la

distribucidn de pacientes segun el tamaino tumoral clinico.

40,0%-

30,0%

20,0%]

Porcentaje

10,0%

0% T T T T
Tl T2 cT3 T4

T clinico

Figura 22. Distribucion de las pacientes incluidas en el estudio segun tamaiio clinico tumoral al

diagndstico del CM.

4.1.1.4. Afectacion clinica ganglionar al diagndstico del CM

Respecto al estadio ganglionar al diagndstico, se evalué en todas las pacientes la
afectacidn ganglionar axilar metastdsica mediante ecografia axilar, realizandose
biopsia ganglionar en aquellos casos que existiera sospecha radiolégica de la misma.
La muestra de pacientes sin afectacidon ganglionar fue poco representativa, 12
pacientes (14.0%). De las 74 pacientes (86.0%) con ganglios afectos, 51 (59.3%)
fueron clasificadas como cN1 y 23 (26.8%) como cN2. La figura 23 muestra la

distribucidn de pacientes segun la afectacion clinica ganglionar al diagndstico.
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Figura 23. Distribucion de las pacientes incluidas en el estudio segun afectacion clinica ganglionar al

diagndstico del CM.

4.1.1.5. Estadio clinico tumoral al diagndstico del CM

En cuanto al estadio clinico (cTNM; ver apéndice VI), existe cierto equilibrio en la
distribucion entre estadios Il y Illl. 36 pacientes (41.9%) tenian estadio Il al
diagnostico, de las cuales 12 pacientes (14.0%) fueron definidas como estadio lIAy 24
(27.9%) como 1IB. Referente a las 50 pacientes (58.1%) con estadio Ill: 40 (46.5%) con
A y 10 (11.6%) IlIB. La figura 24 muestra la distribucién de pacientes segun el

estadio clinico al diagndstico.
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cTNM
Figura 24. Distribucion de las pacientes incluidas en el estudio segln el estadio clinico al diagndstico

del CM.

4.1.1.6. Caracteristicas histoldgicas del tumor primario al diagnéstico del CM

La histologia predominante es de CDI en 80 de las pacientes (93.0%). La figura
siguiente muestra los porcentajes asociados a cada tipo de carcinoma, donde
podemos ver graficamente la mayor presencia de carcinomas ductales, Unicamente 4

de ellas (4.7%) presentaron tumores lobulillares.
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Histologia

W Ca. ductal
[BCa. lobulillar
Dotros

Figura 25. Distribucién de las pacientes incluidas en el estudio segun el tipo histolégico al

diagnéstico del CM.

Sobre el grado histoldgico y el marcador de proliferacién Ki67, cabe destacar que
en dos (2.3%) biopsias diagnodsticas el grado histolégico era 1, 37 (43.0) con grado
2, 40 pacientes (46.5%) con grado 3 y fue desconocido en 7 pacientes (8.1%).
Mientras que pacientes con Ki67<14 fueron 2 (2.3%), 54 (62.8%) con Ki67>14, y
debido a que la determinacién se implantd en nuestro centro a finales de 2009 en

30 pacientes (34.9%) era desconocido.

Se adjuntan las figuras con distribucion de pacientes segun el grado histoldgico y

Ki67.
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Figura 26. Distribucion de las pacientes incluidas en el estudio segun el grado histoldgico al

diagndstico del CM.
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Figura 27. Distribucion de las pacientes incluidas en el estudio segun la expresion de Ki67 al

diagndstico del CM.
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4.1.1.7. Expresion de RH del tumor primario al diagndstico del CM

En el andlisis de expresidn de RH, se considera RH positivo aquellas pacientes con
expresion de RE y/o RP mayor o igual del 1%. 43 pacientes (50.0%) presentaron
tumores RH positivos mientras que las 43 restantes RH negativos. 43 pacientes
(50.0%) y 32 pacientes (37.2%) presentaron tumores RE y RP positivos
respectivamente. Las siguientes figuras muestran la distribucidn de pacientes segun la

expresion de RH, RE y RP respectivamente en la biopsia diagndstica.

50,0%

40,0%1

30,0%-

Porcentaje

20,0%

10,0%

0% T T
RH negativo RH positivo

Expresion de receptores hormonales

Figura 28. Distribucion de las pacientes incluidas en el estudio segun la expresion de receptores

hormonales al diagnéstico del CM.
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Figura 29. Distribucion de las pacientes incluidas en el estudio segun la expresion del receptor

estrogénico al diagndstico del CM.
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Figura 30. Distribucion de las pacientes incluidas en el estudio segun la expresion del receptor de

progesterona al diagndstico del CM.
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4.1.1.8. Determinacion de HER2 en el tumor primario al diagnéstico del CM

Todas las pacientes incluidas presentaron tumores HER2 positivo en el diagndstico
inicial. Del global de la muestra, la positividad fue alcanzada por la determinacién
inmuno-histoquimica (+++/+++) en 77 pacientes (89.5%) mientras que la amplificacion
del gen HER2 mediante FISH se describié en 33 pacientes (38.4%). Se confirmd la

positividad de HER2 mediante FISH en aquellos casos con grado y/o K167 bajo.

Inmuno-histoquimia
HER2

W2+
@3+

Figura 31. Distribucidn de las pacientes incluidas en el estudio seguin la expresién de HER2 al

diagnéstico del CM.

4.1.1.9. Esquema de QNA e intensidad de dosis administrada

Todas las pacientes incluidas recibieron tratamiento quimioterdpico basado en
antraciclinas y taxanos. Como se puede ver en la figura 32, la mayoria de pacientes,
74 en total (86.0%), recibieron esquemas de quimioterapia donde la antraciclina

liposémica no pegilada, paclitaxel y TTZ (MTH) se administraron de forma
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concomitante. Las doce pacientes restantes (14.0%), recibieron tratamiento

secuencial (AC seguido de paclitaxel y TTZ).

Esquema

W MTH
@ AC-TH

Figura 32. Distribucidn de las pacientes segin el esquema de quimioterapia neoadyuvante utilizado.

En cuanto a la intensidad de dosis, 71 pacientes (82.6%) completaron el tratamiento
previsto y Unicamente en 15 pacientes (17.4%) se interrumpi6 el tratamiento antes de
lo estimado. 13 de las 15 pacientes suspendieron el tratamiento de forma precoz por
toxicidad grado 3/4 secundaria mientras que en las dos restantes el motivo fue la

progresion clinica de la enfermedad en curso del tratamiento.

4.1.1.10. Tipo de cirugia realizada tras completar la QNA

Todas las pacientes incluidas fueron sometidas a cirugia tras completar el tratamiento
quimioterapico neoadyuvante. Como se observa en la figura 33, del total de las
pacientes, se practicd cirugia conservadora en 41 (47.7%) mientras que se realizé

mastectomia en las 45 restantes (52.3%).
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Figura 33. Distribucién de las pacientes segun el tipo de cirugia practicada tras la quimioterapia

neoadyuvante.

4.1.1.11. Tratamiento adyuvante recibido

Tras la cirugia, las pacientes recibieron tratamiento adyuvante siguiendo las
recomendaciones de las guias clinicas internacionales. Se administré radioterapia
adyuvante segln recomendaciones de las guias clinicas locales a 84 pacientes (97.7%)
mientras que se obvio en dos pacientes (2.3%) sometidas a mastectomia sin

afectacién ganglionar clinica ni patoldgica.

Al tratarse de pacientes con tumores HER2 positivo, las pacientes recibieron un afio
de TTZ adyuvante. Del total de las pacientes, en 4 de ellas (4.7%) no se completé el

periodo de tratamiento previsto debido a toxicidad cardiaca secundaria.

Como se ha comentado previamente el 50% de las pacientes tenian tumores RH
positivo al diagndstico, sin embargo, 52 pacientes (53.6%) recibieron tratamiento

hormonoterdpico adyuvante. El motivo fue que en 2 pacientes con tumores RH
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negativos en la biopsia inicial, se practicd de nuevo la determinacion de la expresion
de RH en la enfermedad residual modificandose la expresién a RH+ motivo por el que

el clinico decidié administrar tratamiento hormonoterapico adyuvante.

4.1.2. Evaluacion de la respuesta tras la QNA

4.1.2.1. Evaluacion de la respuesta clinica tras completar la QNA

Se evalud la respuesta clinica durante y tras finalizar el tratamiento quimioterdpico
neoadyuvante mediante exploracion fisica y radioldgica (mamografia, ecografia y RM

de mama).

De las 86 pacientes analizadas, 42 pacientes (48.8%) alcanzaron RC clinica. Obtuvieron
RP 39 pacientes (45.5%) y de forma anecddtica se describid EE en 3 (3.5%). Como se ha
comentado previamente, dos pacientes (2.3%) suspendieron el tratamiento de forma

precoz tras objetivarse progresion clinica durante la neoadyuvancia.

Como muestra la tabla 14, la tasa de respuestas clinicas fue del 94.1%.

Tabla 14. Evaluacion de la Respuesta Clinica tras el tratamiento neoadyuvante.

Respuesta Clinica Total

86 (100%)

Respuesta Completa 42 (48.8%)
Respuesta Parcial 39 (45.3%)
Tasa de Respuesta Clinica 81 (94.1%)
Enfermedad estable 3 (3.5%)
Tasa de Beneficio Clinico 84 (97.7%)
Progresion de enfermedad 2 (2.3%)
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4.1.2.2. Evaluacidn de la respuesta patoldgica tras la intervencion quirtrgica

Todas las pacientes fueron intervenidas entre 4-6 semanas después de completar el
tratamiento neoadyuvante. En el andlisis de la respuesta a nivel mamario, 55 pacientes
(55.8%) obtuvieron respuesta completa (ypTO/is). En trece pacientes (15.1%) restd
enfermedad microscdpica en la pieza quirurgica y veinte pacientes (23.3%) presentaron
tumores menores o iguales a 2 cm. Unicamente, en seis pacientes (7.0%) la

enfermedad residual fue mayor de 2 cm.

Si revisamos la respuesta patoldgica a nivel ganglionar, 65 pacientes (75.6%) no
presentaron afectacion ganglionar axilar metastasica. En 15 pacientes (17.4%) resté

enfermedad microscopica ganglionar o afectacidn en hasta tres ganglios axilares.

Al analizar de forma conjunta la respuesta patoldgica, 46 pacientes (53.5%) alcanzaron
la respuesta completa patoldgica (ypTO/isNO). En el extremo contrario, en 22 pacientes

(25.6%) restd enfermedad residual clasificada como estadio Il-llla.

Todo ello se describe con mayor precision en la siguiente tabla.

Tabla 15. Evaluacion de la Respuesta Patoldgica tras el tratamiento neoadyuvante.

Respuesta Patolégica Total

86 (100%)

ypT
ypTO 37 (43.0%)
ypTis 11 (12.8%)
ypT1lmic 13 (15.1%)
ypTla 5(5.8%)
ypT1b 7 (8.1%)
ypTilc 8(9.3%)
ypT2 4 (4.7%)
ypT3 1(1.2%)

ypN
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ypNO 65 (75.6%)

ypN1mic 5(5.8%)
ypN1 10 (11.6%)
ypN2 6 (7.0%)
ypTNM
ypTO/TisNO 46 (53.5%)
ypT1NO-N1mic (Estadio I) 18 (20.9%)
ypT2NO /ypTO-1N1 (Estadio lla) 13 (15.1%)
ypT2N1/ypT3NO (Estadio llb) 3(3.5%)
ypT0-3N2/ ypT3N1 (Estadio llla) 6 (7.0%)

4.1.3. Andlisis de la expresion de las variables a estudio en la biopsia diagndstica

Se realizd el analisis de expresion de las diferentes variables inmuno-histoquimicas en
las 86 muestras de tejido parafinado obtenido mediante biopsia diagndstica. Como se
puede observar en la tabla siguiente no se dispone del resultado en todas ellas.
Principalmente por no disponer de la cantidad suficiente de tejido para un analisis
adecuado, ya fuera por escasa muestra inicial como por el desgaste que supuso la
realizacion de cada determinacién inmuno-histoquimica. En el caso del andlisis de p-
4EBP1 solo fue posible realizarla en 35 muestras por existir problemas de reactividad

con el anticuerpo correspondiente.

Tabla 16. Anélisis de la determinacién de las variables a estudio en la biopsia diagndstica.

Analisis Realizado de la Variable a estudio Total
86 (100%)
PTEN-IRS
Realizada 84 (97.7%)
No realizada 2 (2.3%)

PTEN Hscore
Realizada 84 (97.7%)
No realizada 2 (2.3%)
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PAKT Hscore

Realizada 73 (84.9%)

No realizada 13 (15.1%)
P4EBP1 Hscore

Realizada 35 (40.7%)

No realizada 51 (59.3%)
Mutaciones de PI3KCA

Realizada 67 (77.9%)

No realizada 19 (23.3%)
Infiltrado Linfocitario

Realizada 86 (100%)

No realizada 0

Los resultados mas destacables son los siguientes:

Referente a la determinaciéon de PTEN en la biopsia diagndstica, se procedid a la
cuantificacion del mismo mediante las dos técnicas descritas en el apartado de
metodologia (IRS-score y H-score). En este sentido, PTEN-IRS fue negativo (<3) en 27

casos (32.1%) y positivo en 57 (67.9%) de los 84 casos analizados.
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Figura 34. Analisis de la expresion de PTEN mediante la técnica de IRS-score en la biopsia diagndstica.

Cuando se realizd la cuantificacion empleando la técnica del H-score PTEN fue negativo
(£40) en 25 casos (29.8%) y positivo en 59 (70.2%) de los 84 casos en los que se pudo

analizar. En dos pacientes no se pudo realizar la determinacién por falta de muestra.
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Porcentaje
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Figura 35. Analisis de la expresion de PTEN mediante la técnica de H-score en la biopsia diagndstica.
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Para la determinacién de p-AKT se empled la técnica de cuantificacion de H-score
siendo su valor negativo (<50) en 40 pacientes (54.8%) y positivo en 33 (45.2%) de las

73 muestras disponibles. La figura 36 lo describe graficamente.

40

20+

Frecuencia

NEGATIVO PSITIVO
PAKT SCORE

Figura 36. Analisis de la expresion de p-AKT mediante la técnica de H-score en la biopsia diagndstica.

Por problemas técnicos con el reactivo, la determinacién de p-4EBP1 y su cuantificacion
con la técnica del H-score sélo fue posible en 35 pacientes. Se obtuvo un valor negativo

(£50) en 19 casos (54.3%) y fue positivo en 16 (45.7%).
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Figura 37. Andlisis de la expresion de p-4EBP1 mediante la técnica de H-score en la biopsia

diagndstica.

Por ultimo, cabe destacar del analisis del estado mutacional de PI3KCA que se objetivo
mutacion en dieciséis pacientes (23.9%) de las 67 muestras analizadas. De forma mas
precisa se describieron mutaciones en el exdn 9 en seis pacientes (4 en E545X, 2 en
E542K y un paciente con doble mutacidn) mientras que nueve pacientes tenian la

mutacion H1047X del exdén 20.

504

40+
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Frecuencia
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104

0 —————

T I 1 U U
NO MUTACION EXON 21 EXON 9 E545X EXON 9 £542K EXO!\é_BdE25K45X
/e

MUTACIONES PI3KCA

Figura 38. Analisis del estado mutacional de PIKCA en la biopsia diagndstica.

Por otro lado, se determind el porcentaje de pacientes con alteracién de la via
PI3K/AKT. El primer andlisis incluyé alteracion en PTEN (Hscore <40), y/o bien
alteracion en p-AKT, y/o mutacién en PI3KCA. Se describid alteracion de la via en

cincuenta y cinco muestras (64.7%) de las 85 en las que fue posible su determinacion.

Del mismo modo, se realizé un segundo analisis de la via PI3K incluyendo alteracion en
PTEN (Hscore<40) y/o mutacidn en PI3K. En este caso, treinta y dos de las 85 pacientes

(37.5%) tenian alteracién de la via.
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Otra de las determinaciones practicadas fue la cuantificacion del infiltrado linfocitario
tumoral estromal. La realizacién de esta técnica fue posible en las 86 pacientes. El TIL
fue bajo (£10%) en 71 muestras (82.6%) y predominante (>10%) en quince de ellas
(17.4%). La mediana del nivel de TIL fue del 5%. De forma mads precisa: TIL<5% en
treinta y cinco pacientes (40.7%), entre 5-10% treinta y seis pacientes (41.9%) y >10%

quince pacientes (17.4%).
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Figura 39. Analisis del infiltrado linfocitario tumoral estromal en la biopsia diagnéstica.

4.1.4. Andlisis de la expresidn de las variables seguln variables clinico-patoldgicas

4.1.4.1. Analisis de la expresion de las variables a estudio segtin la edad de la

paciente al diagnodstico

En primer lugar, al analizar la expresion de las diferentes variables a estudio en
funcion de la edad al diagndstico destacd la mayor expresién de p-AKT (54.2% vs
35.4%; p=0.135) en mujeres jévenes. Como se puede observar en la tabla 17 no se
observaron diferencias en la expresion de PTEN, mutaciones de PI3KCA y en el

infiltrado linfocitario segun la edad de la paciente al diagndstico.
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Tabla 17. Analisis de la expresion de variables a estudio en funcién de la edad.

Expresion de la Variable a estudio <50 afios >50 afos Valor P (Chi cuadrado)
PTEN-IRS

Positivo 33 (66%) 24 (70.6%)

Negativo 17 (34%) 10 (29.4%) 0.659

PTEN Hscore

Positivo 34 (68%) 25 (73.5%)
Negativo 16 (32%)  9(26.5%) 0.586
PAKT Hscore
Positivo 23(52.3%) 10 (34.5%)
Negativo 21(47.7%) 19 (65.5%) 0.135
P4EBP1 Hscore
Positivo 9 (36%) 7 (70%)
Negativo 16 (64%) 3 (30%) 0.068
Mutaciones de PI3KCA
Presente 7 (18.4%) 9 (31%)
. 0.230
Ausente 31(81.6%) 20 (69%)
Infiltrado linfocitario
Positivo 11 (22%) 4(11.1%)
. ) 0.189
Negativo 39 (78%) 32 (88.9%)

4.1.4.2. Analisis de la expresion de las variables a estudio segutn el tamafo

clinico tumoral al diagnéstico

El tamafio tumoral no se asocidé a cambios significativos en la expresidon de los
factores moleculares a estudio, tanto en PTEN como p-AKT asi como en el infiltrado

linfocitario y mutaciones en PI3KCA.

Tabla 18. Analisis de la expresion de variables a estudio en funcién del tamafio clinico tumoral.

Expresion de la Variable a estudio cT1-T2 cT3-T4 Valor P (Chi cuadrado)
PTEN-IRS
Positivo 25 (71.4%) 32 (65.3%)

acca
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Negativo 10 (28.6%) 17 (34.7%)
PTEN Hscore

Positivo 25 (71.4%) 34 (69.4%)

Negativo 10(28.6%) 15 (30.6%) 0.840
PAKT Hscore

Positivo 15 (51.7%) 18 (40.9%)

Negativo 14 (48.3%) 26 (59.1%) 0.364
P4EBP1 Hscore

Positivo 12 (54.5%) 4 (30.8%)

Negativo 10 (45.5%) 9 (69.2%) 0.172
Mutaciones de PI3KCA

Presente 6 (24%) 10 (23.8%)

Ausente 19(76%)  32(76.2%) 0.986
Infiltrado linfocitario

Positivo 6(17.1%) 9(17.6%)

Negativo 29 (82.9%) 42 (82.4%) 0.952

4.1.4.3. Analisis de la expresion de las variables a estudio segtin la afectacién

clinica ganglionar al diagnéstico

Al igual que ocurria con el tamafio tumoral, no se objetivaron diferencias destacables
en la expresion de los factores a estudio segun la afectacidon axilar metastasica al

diagndstico como se describe en la tabla 19.

Tabla 19. Analisis de la expresion de variables a estudio en funcién de la afectacion clinica ganglionar.

Expresion de la Variable a estudio cNO cN1 Valor P (Chi cuadrado)
PTEN-IRS

Positivo 8(66.7%) 49 (68.1%)

Negativo 4(333%)  23(31.9%) 0.924

PTEN Hscore

Positivo 9 (75%) 50 (69.4%)

Negativo 3 (25%) 22 (30.6%) 0.697
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PAKT Hscore

Positivo 4(36.4%) 29 (46.8%)

Negativo 7(63.6%) 33 (53.2%) 0.523
P4EBP1 Hscore

Positivo 4 (66.7%) 12 (41.4%)

Negativo 2(333%) 17 (58.6%) 0.258
Mutaciones de PI3KCA

Presente 1(11.1%) 15 (25.9%)

Ausente 8(88.9%) 43 (74.1%) 0.334
Infiltrado linfocitario

Positivo 2(16.7%) 13 (17.6%)

Negativo 10 (83.3%) 61 (82.4%) 0.939

4.1.4.4. Anadlisis de la expresion de las variables a estudio segun el grado

histoldgico

Al revisar la correlacion entre el grado histolégico y las variables a estudio se observo
que existe una menor expresién de PTEN en tumores de bajo grado (grado 1-2)
respecto aquellos con grado 3 (18.4% vs 38.5%; p=0.052). Otra diferencia destacable
fue que los tumores de alto grado (grado 3) se asociaron a un mayor infiltrado

linfocitario respecto tumores con grado 1-2 (5.1% vs 27.5%; p=0.007).

Tabla 20. Anélisis de la expresidn de variables a estudio en funcidn del grado histolégico.

Expresion de la Variable a estudio  Grado 1-2 Grado 3 Valor P (Chi cuadrado)

PTEN-IRS

Positivo 24 (57.1%) 33 (78.6%)

Negativo 18 (42.9%) 9 (21.4%) 0.052
PTEN Hscore

Positivo 31(81.6%) 23 (59%)

Negativo 7(18.4%) 16 (41%) 0.059

PAKT Hscore
Positivo 13 (37.1%) 18 (56.3%)

o aa=
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Negativo 22 (62.9%) 14 (43.7%)
P4EBP1 Hscore

Positivo 10 (58.8%) 9 (50%)

Negativo 7(41.2%) 9 (50%) 0.829
Mutaciones de PI3KCA

Presente 9 (30%) 5(16.7%)

Ausente 21(70%) 25 (83.3%) 0.222
Infiltrado linfocitario

Positivo 2 (5.1%) 11 (27.5%)

Negativo 37 (94.9%) 29 (72.5%) 0.007

4.1.4.5. Analisis de la expresidn de las variables a estudio segtin la expresion de

K167

Referente a la expresion de las variables a estudio y el indice de proliferacion
determinado mediante la expresidn de Ki67 cabe destacar la escasa o nula poblacion
con indices de proliferacion menores al 14% lo que no permite realizar un analisis

comparativo adecuado.

Tabla 21. Analisis de la expresion de variables a estudio en funcidn de la expresidn de KI67.

Expresion de la Variable a estudio  Ki67<14%  Ki67214%  Valor P (Chi cuadrado)

PTEN-IRS

Positivo 2(100%) 37 (69.8%)

Negativo 0 16 (30.2%) 0.476
PTEN Hscore

Positivo 2(100%) 38 (71.7%)

Negativo 0 15 (28.3%) 0.546
PAKT Hscore

Positivo 0 20 (46.5%)

Negativo 1(100%) 23 (53.5%) 0.652

P4EBP1 Hscore

Positivo 0 11 (47.8%)
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Negativo 0 12 (52.8%)
Mutaciones de PI3KCA

Presente 1 (50%) 8 (20.5%)

Ausente 1(50%)  31(79.5%) 0.563
Infiltrado linfocitario

Positivo 0 10 (18.5%)

Negativo 2(100%) 44 (81.5%) 0.787

4.1.4.6. Analisis de la expresidn de las variables a estudio seguin la expresion de

receptores hormonales

Finalmente y relacionado con la expresidon de RH, en los tumores RH+ se describid una
menor expresién de PTEN (57.1 vs 78.6%; p=0.035), similar infiltrado linfocitario, y tasa

de mutaciones en la unidad catalitica de PI3K respecto a los RH-.

En cuanto a la correlacidon de las variables a estudio y la expresion del RP no se

observaron diferencias significativas entre los tumores RP+y RP-.

Tabla 22. Andlisis de la expresion de variables a estudio en funcién de la expresion de receptores

hormonales.

Expresion de la Variable a estudio RH+ RH- Valor P (Chi cuadrado)
PTEN-IRS

Positivo 24 (57.1%) 33 (78.6%)

Negativo 18 (42.9%) 9 (21.4%) 0.035
PTEN Hscore

Positivo 26 (61.9%) 33 (78.6%)

Negativo 16 (38.1%) 9 (21.4%) 0.095
PAKT Hscore

Positivo 15 (39.5%) 18 (51.4%)

Negativo 23(60.5%) 17 (48.6%) 0.305

P4EBP1 Hscore

Positivo 10 (58.8%) 9 (50%)
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Negativo 7 (41.2%) 9 (50%)
Mutaciones de PI3KCA

Presente 9 (24.3%) 7 (23.3%)

Ausente 28(75.7%) 23 (76.7%) 0.925
Infiltrado linfocitario

Positivo 6 (14%) 9 (20.9%)

Negativo 37(86%) 34 (79.1%) 0.394

4.1.5. Andlisis de la expresion de las variables a estudio en la enfermedad

residual

Del mismo modo que en la biopsia diagndstica, se determind la expresidon de estas
variables junto con la amplificacién del gen HER2 en las muestras de tejido parafinado
de aquellas pacientes que no alcanzaron RCp. Como se puede observar en la tabla
siguiente, no se dispone del resultado en todas ellas principalmente por disponer de
escasa cantidad de tejido ademas de los problemas en la técnica de andlisis de p-

4EBP1.

Tabla 23. Analisis de la determinacién de las variables a estudio en la enfermedad residual

Analisis Realizado de las Variables a estudio Total
40 (100%)
PTEN-IRS
Realizada 40 (100%)
No realizada 0

PTEN Hscore

Realizada 40 (100%)
No realizada 0

PAKT Hscore
Realizada 40 (100%)
No realizada 0

P4EBP1 Hscore
Realizada 1(2.5%)
No realizada 39 (97.5%)

136



Infiltrado linfocitario

Realizada 39 (97.5%)

No realizada 1(2.5%)
HER2

Realizada 40 (100%)

No realizada 0

En la tabla 24 se describe la expresidon de las diferentes variables a estudio en la
enfermedad residual de pacientes que no alcanzaron la RCp. Cabe destacar que el
57.2% de ellas presentaron una menor expresion de PTEN, independientemente de la
técnica de cuantificacion realizada. Se objetivd una menor expresién de p-AKT en la
mayoria de muestras, alcanzando el 80% del global. La determinacién de p-4EBP1 no
fue posible en el momento del procesamiento de muestras por lo que los resultados no

pueden ser interpretables. El TIL fue positivo en el 15.4% de las pacientes.

El aspecto mas destacable fue el analisis de la amplificacion de HER2 mediante la
técnica de FISH en la muestra tras la QNA. Como se ha comentado en varios momentos,
todas las pacientes presentaban tumores HER2 positivos en la biopsia basal, ya fuera
por la sobre-expresion inmuno-histoquimica de HER2 o bien por amplificacion del gen
mediante FISH. En este sentido, de las 40 pacientes con enfermedad residual tras la
QNA, en 35 casos la positividad de la biopsia diagndstica se obtuvo por inmuno-
histoquimica y en 5 por técnica de FISH. Sin embargo, cuando se realizé la técnica de
FISH en la muestra residual de estas pacientes tan sélo el 40% tenian amplificacién del

gen.

Tabla 24. Andlisis de la expresidn de las variables a estudio en la enfermedad residual

Expresion de la Variable a estudio Total

40 (100%)
PTEN-IRS

Positivo 17 (42.5%)
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Negativo 23 (57.5%)
PTEN Hscore

Positivo 17 (42.5%)

Negativo 23 (57.5%)
PAKT Hscore

Positivo 8 (20%)

Negativo 32 (80%)

Infiltrado linfocitario

Positivo 6 (15.4%)

Negativo 33 (84.6%)
HER2 (FISH)

Positivo 16 (40%)

Negativo 24 (60%)

4.1.6. Andlisis comparativo de la expresion de las variables a estudio en la

biopsia diagndstica y la enfermedad residual correspondiente

La tabla contigua revisa el grado de concordancia entre los resultados obtenidos en Ia
biopsia diagndstica inicial y la enfermedad residual correspondiente. Los hallazgos mas
destacables estan relacionados con PTEN y p-AKT donde se confirma una menor
sobreexpresion de PTEN, determinado tanto por IRS como por H-score, pasando de un
29.8-32.1% al 57.5% de negativizaciones. En cuanto a p-AKT se redujo la sobre-
expresion del 45.7% en la biopsia diagndstica al 20% en la enfermedad residual.
Remarcar de nuevo que los resultados en la enfermedad residual de p-4EBP1 no son

interpretables por los problemas técnicos comentados.

Tabla 25. Concordancia entre la biopsia diagndstica y la enfermedad residual.

Expresion de la Variable a estudio  Biopsia diagndstica Enfermedad Residual

PTEN-IRS
Positivo 57 (67.9%) 17 (42.5%)
Negativo 27 (32.1%) 23 (57.5%)
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PTEN Hscore

Positivo 59 (70.2%) 17 (42.5%)

Negativo 25 (29.8%) 23 (57.5%)
PAKT Hscore

Positivo 33 (45.8%) 8 (20%)

Negativo 40 (54.8%) 32 (80%)
P4EBP1 Hscore

Positivo 16 (45.7%) 1(100%)

Negativo 19 (54.3%) 0
Infiltrado linfocitario

Positivo 15 (17.4%) 6 (15.4%)

Negativo 71 (82.6%) 33 (84.6%)

De forma complementaria se estudiaron las pacientes que tenian sobre-expresion de
PTEM, p-AKT o TIL>10% en la biopsia diagndstica y/o en la enfermedad residual para un

posteriormente ser incluidos en el andlisis como factores prondsticos.

La expresion de PTEN fue positiva, tanto mediante IRS como H-score, en la biopsia
diagndstica y/o en la enfermedad residual en el 77.65% (66 de los 85 pacientes). Del
mismo modo, la expresion de p-AKT fue positiva al diagndstico y/o tras la QNA en el

48.10% (38 de 79 pacientes).

EI TIL fue positivo en la biopsia diagndstica y/o en la residual en el 22,09% (19 de las 86

pacientes).

4.2. Tasa de respuesta completa patoldgica y analisis de factores predictivos de

respuesta completa patolégica

En el siguiente punto se desarrollan los resultados relacionados con el objetivo

principal del estudio y se comparan con otras variables clinico-patoldgicas.
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En la tabla contigua se describe la capacidad predictiva de RCp de las diferentes
variables clinico-patoldgicas y las variables a estudio determinadas en la biopsia
diagndstica. Cabe destacar que se asociaron de forma significativa a mayores tasas de
RCp: los tumores RH/RE- (RH/RE+ 39.5% vs RH/RE- 67.4%; p=0.009), los tumores RP-
(RP+ 37.5% vs RE- 63.0%; p=0.022), como aquellos con mayores cifras de TIL (TIL>10%
80% vs TIL<10 47.9%; p=0.023). En cuanto a la via de PI3K, tanto de forma individual
como combinada (PI3K/PTEN alterado 12.5% vs no alterado 79.2%; p<0.0001) la
ausencia de expresion de PTEN (PTEN+ 71.9% vs PTEN- 14.8%; p<0.0001) y mutaciones
en PI3KCA (PI3KCA mutado 6.3% vs 56.9%; p<0.001) se correlaciond con menores tasas

de RCp.

Tabla 26. Factores predictivos de RCp.

Variable RCp No RCp Valor P
(Chi cuadrado)

Edad

Edad >50 afios 26 (52.0%) 24 (48.0%)

Edad <50 afios 20 (55.6%) 16 (44.4%) 0.744
cT

cT1-cT2 20 (57.1%) 15 (42.9%)

cT3-cT4 26(51.0%) 25 (49.0%) 0.574
cN

cNO 6 (50.0%) 6 (50.0%)

N+ 40 (54.1%) 34 (45.9%) 0.794
Estadio Clinico

Estadio Il 23(63.9%) 13 (36.1%)

Estadio Il 23 (46%) 27 (54%) 0.101
Grado

Grado 1-2 22 (56.4%) 17 (43.6%)

Grado 3 22(55.0%) 18 (45.0%) 0.900
Ki67

Ki67<13 0 2 (100%)

Ki67>13 30(55.6%) 24 (44.4%) 0.302
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Receptor Estrogénico
Positivo
Negativo

Receptor Progesterona
Positivo
Negativo

Esquema de quimioterapia
MTH
AC seguido de TH

Intensidad de dosis neoadyuvancia

Completa el tratamiento previsto

No completa el tratamiento
PTEN-IRS
Positivo
Negativo
PTEN Hscore
Positivo
Negativo
PAKT Hscore
Positivo
Negativo
P4EBP1 Hscore
Positivo
Negativo
Mutaciones de PI3KCA
Presente
Ausente
Alteracion PTEN/AKT/PI3KCA
Presente
Ausente
Alteracién PTEN/PI3KCA
Presente

Ausente

17 (39.5%)
29 (67.4%)

12 (37.5%)
34 (63.0%)

41 (55.4%)
5 (41.7%)

39 (54.9%)
7 (46.7%)

41 (71.9%)
4 (14.8%)

42 (71.2%)
3 (12%)

21 (63.6%)
18 (45%)

10 (62.5%)
13 (68.4%)

1(6.3%)
29 (56.9%)

24 (43.6%)
22 (73.3%)

4(12.5%)
42 (79.2%)
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26 (60.5%)
14 (32.6%)

20 (62.5%)
20 (37%)

33 (44.6%)
7 (58.3%)

32 (45.1%)
8 (53.3%)

16 (28.1%)
23 (85.2%)

17 (28.8%)
22 (88%)

12 (36.4%)
22 (55%)

6 (37.5%)
9 (31.6%)

15 (93.8%)
22 (43.1%)

31 (56.4%)
8 (26.3%)

28 (87.5%)
11 (20.8%)

0.009

0.022

0.376

0.560

<0.0001

<0.0001

0.112

0.713

<0.0001

0.009

<0.0001



Infiltrado linfocitario

Positivo 12 (80%) 3 (20%)

Negativo 34 (47.9%) 37 (52.1%) 0.023

En el andlisis segun la expresion del RH resaltamos que en el subgrupo de RH positivos
permanece la capacidad predictiva PTEN y mutaciones de PI3KCA de forma individual
como combinada, sin embargo, posiblemente debido a la reduccién del tamafio
muestral el infiltrado linfocitario estromal pierde su potencial predictivo (RCp: TIL>10%

66.7% vs TIL=<10 35.1%; p=0.150).

Tabla 27. Factores predictivos de RCp en el subgrupo de tumores RH positivos.

Variable RCp No RCp Valor P
(Chi cuadrado)

Edad

Edad >50 afios 8 (44.4%) 10 (55.6%)

Edad <50 afios 9 (36%) 16 (64%) 0.587
cT

T1-cT2 10 (41.7%) 14 (58.3%)

cT3-cT4 7 (36.8%) 12 (63.2%) 0.755
cN

cNO 3 (33%) 6 (66.7%)

N+ 14 (412%) 20 (58.8%) 0678
Estadio Clinico

Estadio Il 10 (45.5%) 12 (54.5%)

Estadio Il 7 (33.3%) 14 (66.7%) 0.429
Grado

Grado 1-2 9 (45%) 11 (55%)

Grado 3 8 (44%) 10 (55.6%) 0.973
Ki67

Ki67<13 0 2 (100%)

Ki67>13 13 (44.8%) 16 (55.2%) 0.227

Esquema de quimioterapia
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MTH 13(37.1%) 22 (62.9%)

AC seguido de TH 4 (50%) 4 (50%) 0.514
Intensidad de dosis neoadyuvancia

Completa el tratamiento previsto 14 (40%) 21 (60%)

No completa el tratamiento 3 (37.5%) 5(62.5%) 0.899
PTEN-IRS

Positivo 13 (54.2%) 11 (45.8%)

Negativo 3 (16.7%) 15 (83.3%) 0.013
PTEN Hscore

Positivo 14 (53.8%) 12 (46.2%)

Negativo 2 (12.5%) 14 (87.5%) 0.006
PAKT Hscore

Positivo 7 (46.7%) 8 (53.3%)

Negativo 8 (34.8%) 15 (65.2%) 0.477
P4EBP1 Hscore

Positivo 2 (28.6%) 5 (71.4%)

Negativo 5 (50%) 5 (50%) 0.409
Mutaciones de PI3KCA

Presente 0 9 (100%)

Ausente 13 (46.4%) 15 (53.6%) 0.010
Alteracion PTEN/AKT/PI3KCA

Presente 9 (31%) 20 (69%)

Ausente 8 (57.1%) 6 (42.9%) 0.106
Alteracién PTEN/PI3KCA

Presente 2 (10.5%) 17 (89.5%)

Ausente 15(62.5%) 9 (37.5%) <0.0001
Infiltrado linfocitario

Positivo 4 (66.7%) 2 (33.3%)

Negativo 13 (35.1%) 24 (64.9%) 0-150

A diferencia del global de la muestra y el subgrupo de RH+, en pacientes con RH- el

estadio clinico Il (RCp: estadio Il 90.9% vs estadio Il 59.4%; p=0.056) y el esquema de
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QNA MTH (71.8% vs 25%; p=0.059) presentan una tendencia significativa a asociarse a
mayores tasas de RCp. De nuevo, se mantienen los resultados para PTEN y PI3KCA

mientras que el TIL estromal no es predictivo de RCp.

Tabla 28. Factores predictivos de RCp en el subgrupo de tumores RH negativos.

Variable RCp No RCp Valor P
(Chi cuadrado)

Edad

Edad >50 afios 12 (66.7%%) 6 (33.3%)

Edad =50 afios 17 (68%) 8 (32%) 0.929
cT

cT1-cT2 10 (90.9%) 1(9.1%)

cT3-cT4 19 (59.4%) 13 (40.6%) 0.056
cN

cNO 3 (100%) 0

N+ 26 (65%) 14 (35%) 0.222
Estadio Clinico

Estadio Il 13 (92.9%) 1(7.1%)

Estadio Il 16 (55.2%) 13 (44.8%) 0.013
Grado

Grado 1-2 13 (68.4%) 6 (31.6%)

Grado 3 14 (63.6%) 8 (36.4%) 0.755
Ki67

Ki67<13 0 0

Ki67>13 17 (68%) 8 (32%)
Esquema de quimioterapia

MTH 28 (71.8%) 11 (28.2%)

AC seguido de TH 1(25%) 3 (75%) 0.059
Intensidad de dosis neoadyuvancia

Completa el tratamiento previsto 25 (69.4%) 11 (30.6%)

No completa el tratamiento 4 (57.1%) 3 (42.9%) 0.536
PTEN-IRS

Positivo 28 (84.8%) 5 (15.2%)

-n AAAa
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Negativo 1(11.1%) 8 (88.9%)

PTEN Hscore

Positivo 28 (84.8%) 5 (15.2%)

Negativo 1(11.1%) 8 (88.9%) <0.0001
PAKT Hscore

Positivo 14 (77.8%) 4(22.2%)

Negativo 10 (58.8%) 7 (41.2%) 0.240
P4EBP1 Hscore

Positivo 8 (88.9%) 1(11.1%)

Negativo 8 (88.9%) 1(11.1%) 1.000
Mutaciones de PI3KCA

Presente 1(14.3%) 6 (85.7%)

Ausente 16 (69.6%) 7 (30.4%) 0.008
Alteracién PTEN/AKT/PI3KCA

Presente 15 (57.7%) 11 (42.3%)

Ausente 14 (87.2%) 2 (12.5%) 0.043
Alteracion PTEN/PI3KCA

Presente 2 (15.4%) 11 (84.6%)

Ausente 27 (93.1%) 2 (6.9%) <0.0001
Infiltrado linfocitario

Positivo 8 (88.9%) 1(11.1%)

Negativo 21 (61.8%) 13 (38.2%) 0.128

4.3. Factores predictivos de respuesta completa patolégica en el andlisis de

regresion logistica univariante y multivariante

En la siguiente tabla se presenta de forma resumida los resultados mas interesantes del
analisis de regresidn logistica univariante. Se mantiene la capacidad predictiva de los
factores previamente descritos: expresion de RH y RP, expresién de PTEN, mutaciones

PIBKCA y el TIL estromal. El factor con mayor capacidad predictiva de RCp es la
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activacion de la via PI3K definida como la presencia de mutaciones en PI3KCA y/o

ausencia de expresion de PTEN.

Tabla 29. Factores predictivos de RCp en el analisis de regresion logistica univariante.

Variable Categoria Odds 1C95% Valor P
Ratio
Edad <50/50 afios 0.867 0.367-2.049 0.744
cT cT1-2/cT3-4 1.287 0.755-2.196 0.354
cN cNO/N+ 1.254 0.634-2.482 0.516
Estadio Clinico 1/n 1.441 0.929-2.236 0.103
Grado 1-2/3 1.059 0.436-2.573 0.900
Ki67 <13/>13 0.000
RH Positivo/Negativo 3.168 1.309-7.665 0.011
RP Positivo/Negativo 2.833 1.147-6.997 0.024
Esquema de quimioterapia MTH/AC-TH 1.739 0.505-5.985 0.380
Dosis neoadyuvancia Completa/No 1.393 0.456-4.256 0.561
PTEN-IRS Positivo/Negativo 0.764 0.677-0.862 <.0001
PTEN Hscore Positivo/Negativo 0.971 0.959-0.984 <.0001
PAKT Hscore Positivo/Negativo 0.468 0.182-1.202 0.114
P4EBP1 Hscore Positivo/Negativo 1.004 0.995-1013 0.350
Mutaciones de PI3KCA Presente/Ausente 19.773 2.424-161.261 0.005
Alteracion Presente/Ausente 3.552 1.348-9.360 0.010
PTEN/AKT/PI3KCA
Alteracion PTEN/PI3KCA Presente/Ausente 26.727 7.732-92.383 <.0001
Infiltrado linfocitario Positivo/Negativo 0.230 0.060-0884 0.032

En el analisis de regresion logistica multivariante se incluyeron como variables: estadio
clinico, expresion de RH y RP, expresion de PTEN segun IRS/H-score, mutaciones en
PI3KCA, combinado PTEN/AKT/PI3KCA, combinado PTEN/PI3KCA, TIL estromal. Los
Unicos factores que mantuvieron su capacidad predictiva fueron la expresion de RH
(OR: 4.170, IC 95% 0.975-17.829; p=0.054) y la activacion de la via PI3K (PTEN/PI3KCA)
con una OR de 45.87 (IC 95% 8.059-261.101; p<.0001).
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4.4. Supervivencia libre de progresién y analisis de factores pronédsticos

Tras una mediana de seguimiento de 75.85 meses 18 pacientes (20.9%) recayeron. Seis
presentaron una recidiva local y diecisiete recaida a distancia (una paciente presentd
recaida local exclusivamente). La tasa de SLP a 5 afios fue del 83.4% en la poblacién

global.

=ISLP

0,8

0,67

0,47

Supervivencia acum

0,24

0,0

,OIO 20,100 40.IOO 60.100 80.IOO 1001.00 120I.00
supervivencia libre de progresion (meses)

Figura 40. Supervivencia libre de progresidn en la poblacidn global del estudio.

En la siguiente tabla se describe la tasa de SLP a 5 afios en funcidn de las distintas

variables clinico-patoldgicas y factores a estudio.

Tabla 30. Tasa de SLP a 5 afos segun los distintos factores prondsticos a estudio.

Variable % SLP a 5 afos Valor P

(Log Rank Test)

Edad

Edad >50 afios 77.5%

A ana
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Edad <50 afos
cT
cT1-cT2
cT3-cT4
cN
cNO
cN+
Estadio Clinico
Estadio I
Estadio llI
Grado
Grado 1-2
Grado 3
Ki67
Ki67<13
Ki67>13
Receptor Estrogénico
Positivo
Negativo
Receptor Progesterona
Positivo
Negativo
FISH enfermedad residual
Amplificado
No amplificado
Respuesta completa patoldgica
RCp
No RCp
PTEN-IRS
Positivo
Negativo
PTEN Hscore
Positivo

Negativo
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84.6%

91.7%
73.7%

91.7%
82.1%

94.4%
75.4%

81.4%
87.5%

100%
88.9%

86%
78.8%

77.8%
88.9%

87.5%
66.1%

91.0%
72.8%

90.2%
73.9%

89.4%
72.0%

0.004

0.340

0.022

0.899

0.593

0.112

0.897

0.069

0.042

0.010

0.022




PAKT Hscore

Positivo 80.0%

Negativo 81.6% 0.778
P4EBP1 Hscore

Positivo 87.5%

Negativo 94.1% 0.172
Mutaciones de PI3KCA

Presente 68.8%

Ausente 85.7% 0.203
Alteracion PTEN/AKT/PI3KCA

Presente 80.0%

Ausente 92.3% 0-130
Alteracion PTEN/PI3KCA

Presente 67.4%

Ausente 92.0% 0.010
Infiltrado linfocitario

Positivo 93.3%

Negativo 81.2% 0.138

4.4.1. SLP en funcion de las variables clinicas

En primer lugar revisamos el papel prondstico de variables clinicas como el tamafio
tumoral, afectaciéon ganglionar y estadio clinico al diagndstico. Se describié un
incremento significativo en la SLP en aquellos tumores de menor tamafio (SLP a 5 afios:
T<5cm 91.7% vs T>5cm 73.7%; p=0.004) y estadio clinico Il (SLP a 5 afios: estadio I
94.4% vs estadio Il 75.4%; p=0.022) respecto a tumores mayores de 5 cm y estadio Ill.
No existid asociacidn con otros factores como la edad, esquema de QNA, intensidad de

dosis y tipo de cirugia.
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Figura 41. Supervivencia libre de progresidn en funcién del tamafo tumoral al diagnéstico.
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Figura 42. Supervivencia libre de progresidn en funcién del estadio clinico al diagnéstico.

4.4.2. SLP en funcion de las variables histo-patoldgicas

Otro de los factores prondsticos analizados fueron las variables histo-patoldgicas. Al
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determinar la SLP en funcién del grado histoldgico, la expresion de Ki67 asi como la
expresion del RE y RP no existieron diferencias significativas segun la expresion de los

mismos.

La amplificacion del gen HER2 en la enfermedad residual se asocié a una mayor SLP
sin alcanzar la significacidn estadistica (SLP 5 afios: FISH amplificado: 87.5% vs FISH no

amplificado: 66.1%; p=0.069).
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Figura 43. Supervivencia libre de progresién en funcién de la expresidn del receptor hormonal.
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Figura 44. Supervivencia libre de progresidn en funciéon de la amplificacion del gen HER2 en la

enfermedad residual.

4.4.3. SLP en funcion de la RCp

Las pacientes que alcanzaron RCp tras la QNA presentaron un incremento significativo
en la tasa de SLP respecto a aquellas que no la obtuvieron (Tasa SLP 5 afios: RCp 91%

vs No RCp 72.8%; p=0.042).
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Figura 45. Supervivencia libre de enfermedad en funcién de la RCp.

4.4.4. SLP en funcion de la alteracion de la via PI3K

La expresidon de p-AKT, tanto en la biopsia diagndstica como en la enfermedad
residual y su sobre-expresion en ambas, ademas de p-4EBP1 en la biopsia diagndstica
no se asociaron a incrementos en la SLP. Del mismo modo, la presencia de

mutaciones en la unidad catalitica de PI3K no tuvo capacidad prondstica significativa.

La mayor expresion de PTEN en la biopsia diagndstica se asocid un menor riesgo de
recidiva a 5 afios, tanto en la determinacion mediante IRS como H-score. Las
pacientes que presentaron expresion elevada de PTEN en la biopsia diagndstica y/o
en la enfermedad residual se asociaron también a un menor riesgo de recidiva (SLP a
5 afos: PTEN elevado 89.4% vs ausencia PTEN 68.4%; p=0.003). En el andlisis
combinado de PI3KCA y expresion de PTEN, la tasa de SLP a 5 afios fue
significativamente menor en las pacientes con mutacién en PI3KCA y/o ausencia de

expresion en PTEN (SLP 5 afos: alteracion via 67.40% vs no alteracidn de la via 92.0;
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p=0.010).
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Figura 46. Supervivencia libre de enfermedad en funcién de la progresién de PTEN mediante IRS-

score.
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Figura 47. Supervivencia libre de progresién en funcién de la expresion elevada de PTEN en la biopsia

diagnostica y/o enfermedad residual.
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Figura 48. Supervivencia libre de progresién en funcién de la activacién de la via PI3K.

4.4.5. SLP en funcion del infiltrado linfocitario estromal

Uno de los hallazgos mas destacables fue que de aquellas pacientes con TIL elevado en
la biopsia diagndstica Unicamente una presenté recidiva de la enfermedad, sin
embargo, no hubieron diferencias estadisticamente significativas (SLP a 5 afios: TIL
positivo 93.3% vs TIL negativo 81.2%; p=0.138). El TIL estromal en la enfermedad
residual no tuvo impacto prondstico. Tampoco la existencia de TIL elevado en la biopsia
diagndstica y/o en la enfermedad residual se asocié significativamente con un menor

numero de eventos (SLP a 5 afios: TIL positivo 89.5% vs TIL negativo 81.6%; p=0.213).
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Figura 49. Supervivencia libre de progresién en funcién del TIL estromal en la biopsia diagndstica.

4.4.6. Factores prondsticos de SLP en el andlisis de regresion logistica

multivariante

En el andlisis de regresion logistica multivariante se incluyeron como variables: tamafio
tumoral, estadio clinico, expresion de RH y RP, expresion de PTEN segun IRS/Hscore,
mutaciones en PI3KCA, combinado PTEN/PI3KCA, TIL estromal. Los Unicos factores que
mantuvieron su capacidad prondstica fueron el tamafio tumoral al diagnéstico (OR:
2.684, IC 95% 1.280-5.626; p=0.009) y la activacion de la via PI3K (PTEN/PI3KCA) con
una OR de 3.813 (IC 95% 1.405-10.347; p=0.009).

4.5. Supervivencia global y andlisis de factores prondsticos

Tras una mediana de seguimiento de 75.85 meses Unicamente once pacientes (12.7%)

habian fallecido. La tasa de SG a 5 afios fue del 91.7% en la poblacidn global.
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Figura 50. Supervivencia global en la poblacién global del estudio.

La tabla contigua resume la tasa de SG a 5 afios en funcidn de las variables mas

destacables clinicas, histo-patoldgicas y a estudio.

Tabla 31. Tasa de SG a 5 afios segun los distintos factores prondsticos a estudio.

Variable % SG a 5 afios Valor P

(Log Rank Test)

Edad

Edad >50 aios 96.1%

Edad <50 afios 85.2% 0.031
cT

cT1-cT2 100%

cT3-cT4 87.2% 0.007
cN

cNO 100%

cN+ 91.5% 0.227
Estadio Clinico

Estadio Il 100%

Estadio 11l 87.4% 0.033
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Grado
Grado 1-2
Grado 3
Ki67
Ki67<13
Ki67>13
Receptor Estrogénico
Positivo
Negativo
Receptor Progesterona
Positivo
Negativo
FISH enfermedad residual
Amplificado
No amplificado
Respuesta completa patoldgica
RCp
No RCp
PTEN-IRS
Positivo
Negativo
PTEN Hscore
Positivo
Negativo
PAKT Hscore
Positivo
Negativo
P4EBP1 Hscore
Positivo
Negativo
Mutaciones de PI3KCA
Presente
Ausente

Alteracion PTEN/AKT/PI3KCA
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88.6%
89%

100%
88.7%

92.2%
90.4%

90.6%
92.2%

85.9%
81.0%

94.8%
86.3%

94.0%
87.4%

96.6%
86.7%

90.9%
92.9%

100%
92.9%

72.7%
96.2%

0.551

0.675

0.316

0.577

0.506

0.215

0.096

0.213

0.213

0.270

0.095



Presente 92.2%

Ausente 93.4% 0-480
Alteracion PTEN/PI3KCA

Presente 86.4%

Ausente 95.3% 0.118
Infiltrado linfocitario

Positivo 100%

Negativo 90.9% 0.108

4.5.1. SG en funcion de las variables clinicas

De los factores revisados, las variables clinicas sean posiblemente las que mayor
impacto tengan en la SG. En primer lugar, las pacientes de menores de 50 afios se
asociaron a mayores tasas de SG (SG 5 afios: <50 afios 96.1 vs 250 afos 85.2%;
p=0.031). Si revisamos el papel prondstico de variables clinicas como el tamafio
tumoral, afectacion ganglionar y estadio clinico al diagndstico, existe un incremento
significativo en la SLE en aquellos tumores de menor tamafio (Tasa SG a 5 afios: T<5cm
100% vs T>5cm 87.2%; p=0.007) y estadio clinico Il (Tasa SG a 5 afos: estadio Il 100%
vs estadio Il 87.4%; p=0.033) respecto a los tumores mayores de 5 cm y estadio Ill. Las
pacientes con tumores menores de 5 cm y ausencia de afectacién ganglionar al

diagndstico no presentaron ningun evento.

No existid asociacidn con otros factores como el esquema de QNA, intensidad de dosis

y tipo de cirugia.
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Figura 51. Supervivencia global en funcién de la edad al diagnéstico de las pacientes.
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Figura 52. Supervivencia global en funcién del tamafio tumoral al diagnéstico.
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Figura 53. Supervivencia global en funcién del estadio clinico al diagnéstico.

4.5.2. SG en funcion de las variables histo-patoldgicas

Otro de los factores prondsticos analizados fueron las variables histo-patoldgicas. Al
determinar la SG en funcién del grado histoldgico, expresion de Ki67 asi como la
expresion del RE y RP, no existieron diferencias significativas segun la expresién de los

mismos.
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Figura 54. Supervivencia global en funcién de la expresién de los RH en la biopsia diagndstica.

La amplificacion del gen HER2 en la enfermedad residual no se asocid con un

incremento en la SG (SG 5 afios: FISH amplificado: 85.9% vs FISH no amplificado: 81.0%;

p=0.506).
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Figura 55. Supervivencia global en funcién de la amplificacién del gen HER2 en la enfermedad residual.
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4.5.3. SG en funcion de la RCp

Las pacientes que alcanzaron RCp tras la QNA presentaron un incremento no
significativo en la SG respecto a aquellas que no la obtuvieron (Tasa SG 5 afios: RCp

94.8% vs No RCp 86.3%; p=0.215).
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Figura 56. Supervivencia global en funcién de la respuesta completa patoldgica.

4.5.4. SG en funcion de la alteracion en la via PI3K

La expresidon de p-AKT, tanto en la biopsia diagndstica como en la enfermedad
residual y su sobre-expresion en ambas, ademas de p-4EBP1 en la biopsia diagndstica
no se asociaron a incrementos en la SG. Del mismo modo, la presencia de mutaciones

en la unidad catalitica de PI3K no tuvo capacidad prondstica significativa.

La mayor expresion de PTEN en la biopsia diagndstica se asocié a una menor

mortalidad a 5 afios, tanto en la determinacion mediante IRS como H-score, sin
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embargo, no alcanzé la significacion estadistica (SG 5 afios: PTEN IRS score positivo:
94% vs negativo 87.4%; p=0.096). Las pacientes con expresion elevada de PTEN en la
biopsia diagndstica y/o en la enfermedad residual se asociaron también a menores

tasas de mortalidad (SG a 5 afos: PTEN elevado 93.1% vs ausencia PTEN 83.6%;

p=0.026).
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Figura 57. Supervivencia global en funcidn de la expresion de PTEN segun IRS-score en la biopsia

diagndstica.
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Figura 58. Supervivencia global en funcidn de la sobre-expresién de PTEN en la biopsia diagndstica o

en la enfermedad residual.

En el analisis combinado de PI3KCA y expresion de PTEN, la tasa de SG a 5 afos fue
menor en las pacientes con alteracién de la via, solo una paciente sin alteraciéon en la
via PI3K fallecié durante el periodo de seguimiento (SG 5 afios: alteracién via 86.4% vs

no alteracion de la via 95.3; p=0.188).
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Figura 59. Supervivencia global en funcidén de la alteracién de la via PI3K.

4.5.5. SG en funcion del infiltrado linfocitario estromal

Ninguna de las pacientes con un TIL elevado en la biopsia diagndstica fallecieron
durante el periodo de seguimiento, sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente
significativas (SG a 5 afios: TIL positivo 100% vs TIL negativo 90.9%; p=0.108). El TIL
estromal en la enfermedad residual no tuvo impacto prondstico. Tampoco la existencia
de TIL elevado en la biopsia diagndstica y/o en la enfermedad residual se asocio

significativamente con un menor niumero de eventos (SG a 5 afios: TIL positivo 94.7% vs

TIL negativo 91.8%; p=0.283).
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Figura 60. Supervivencia global en funcién del infiltrado linfocitario estromal en la biopsia diagndstica.

4.5.6. Factores prondsticos de SG en el anadlisis de regresion logistica

multivariante

En el andlisis de regresion logistica multivariante se incluyeron como variables: edad,
tamano tumoral, estadio clinico, expresiéon de RH y RP, RCp, expresidon de PTEN segun
IRS/H-score, mutaciones en PI3KCA, combinado PTEN/PI3KCA, TIL estromal. Ninguno de

los factores revisados mantuvo su capacidad prondstica.

167



5. Discusion
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De acuerdo con los resultados de nuestro andlisis, las pacientes con CM HER2 positivo
tratadas con QNA basada en antraciclinas, taxanos y TTZ que presenten tumores con
ausencia de expresién de RH-, tanto RE- como RP-, la presencia de TIL >10% se
asociaron de forma significativa a mayores tasas de RCp. En el sentido contrario, la
ausencia de expresién de PTEN y mutaciones en PI3KCA, tanto de forma individual

como combinada se correlaciond con menores tasas de RCp.

En los siguientes parrafos revisaremos las fortalezas y debilidades de nuestro estudio

asi como una puesta en contexto con la bibliografia relacionada.

En primer lugar, uno de los puntos fuertes del trabajo tiene relacién con la poblaciéon
incluida en el analisis ya que presenta caracteristicas clinico-patolégicas similares a las
descritas en los estudios fase Il-lll neoadyuvantes de referencia en poblacion HER2

positiva.

La edad media en nuestro estudio fue de 49.68 afios mientras que la mediana fue de
47.37 afos. Similar a las poblaciones incluidas en los estudios fase Ill como es el caso
del fase Ill de Buzdar (141) la mediana de edad fue de 48 afios mientras que en el
GeparQuinto la mediana fue de 50 afios (339). Del mismo modo, en este estudio el
52% de las mujeres tenian menos de 50 afios al diagndstico, en nuestro caso el 57%

eran menores de 50 afios (339).

En distintos trabajos de revision, el estadio clinico en el diagndstico destaca como
factor predictivo y prondstico (186,187). En nuestro trabajo, a diferencia de otras
series donde se incluyeron pacientes con menor carga tumoral, la mayoria de
pacientes presentaron tumores localmente avanzados, con un alto porcentaje de
tumores mayores de 5 cm al diagndstico (59.3% de las pacientes) y un 86% de con
afectacién metastasica ganglionar al diagnoéstico. Es por ello que el 58.1% fueron
clasificados como estadio clinico Ill. En la revisidén retrospectiva de Sueta (340), que

valoraba el papel predictivo de la via PI3K en pacientes HER2 tratadas con QNA, el
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51% tenian afectacién ganglionar al diagndstico. Del mismo modo en el estudio

Neosphere, la afectacién ganglionar fue descrita en el 70% de las pacientes (341).

Otro factor a tener en cuenta es la inclusion de pacientes con carcinomas
inflamatorios pudiendo impactar en los resultados de supervivencia debido a su
mayor riesgo de recaida (93,342,343). Si revisamos la bibliografia relacionada, son
pocos los estudios que incluyen este subgrupo de pacientes. En el caso de ensayos
clinicos con doble bloqueo anti-Her2, el estudio NeoALTTO (142) no incluyd pacientes
con tumores inflamatorios ni N3, el 5% de las pacientes del estudio Neosphere (145) y
Tryphaena (231) presentaron tumores inflamatorios. En el estudio de Z1041, se
incluyeron un 39.1% de pacientes con tumores T3-T4 y el 64.5% con afectacién
ganglionar, de los cuales el 13% con N2-N3 (141). El estudio con mayor porcentaje de

pacientes con tumores inflamatorios es el fase Ill NOAH que incluyé un 29%(130).

En concordancia con los grandes estudios de neoadyuvancia y series que analizan los
factores moleculares a estudio observamos que, en todos ellos, aproximadamente en
el 50% de las pacientes incluidas existia sobre-expresion de los RH. Un claro ejemplo
lo vemos en el estudio Trypahena (344) con un 53% de pacientes con RH positivos. En
los otros dos grandes estudios neoadyuvantes, Neosphere y 71041, el 47% y 60%
respectivamente, sobre-expresaban RE y/o RP (141,341). También en la serie de

Sueta (340) el 44% presentaban sobre-expresion de RH.

Finalmente, otra de las variables clinicas con posible impacto prondstico es la tasa de
cirugias conservadoras. En nuestro caso el 47.7% fueron sometidas a cirugia
conservadora, similar a lo descrito en estudios fase Ill como GeparQuattro (184) y el

estudio de Buzdar (131) con tasas del 63% y 56.5% respectivamente.

La tasa de RCp obtenida en nuestro analisis, como aspecto determinante en el
objetivo principal, debe ser concordante con los estudios fase Il en poblacién HER2

positiva que incluyen esquemas basados en antraciclinas, taxanos y terapia anti-HER2.
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En nuestro caso 46 de las 86 pacientes (53.5%) alcanzaron RCp definida como
ausencia de tumor infiltrante en mama y ganglios axilares (ypT0/isNO). El tratamiento
neoadyuvante en pacientes con CM HER2 positivo es precisamente el paradigma de la
terapia dirigida y el marco idéneo que ha permitido y permite el desarrollo de nuevas
drogas con una valoracién de su eficacia en un tiempo precoz. La incorporacién de
TTZ al tratamiento sistémico primario de este subtipo tumoral ha logrado incrementar
la tasa de RCp hasta valores nunca antes alcanzados (40-61%)
(128,129,141,142,184,341,345). Como se ha comentado en la introduccion, en la
actualidad para esta poblacion de pacientes el esquema de tratamiento
neoadyuvante de eleccidén estd basado en la combinacion de antraciclinas, taxanos y
TTZ. Recientemente se ha producido un cambio en la practica clinica, ya que se ha
incorporado a estos esquemas otro agente anti-HER2 como PTZ. El primer estudio
fase lll reportado fue el del MD Anderson Cancer Center, encabezado por el Dr.
Buzdar (128), donde 62 pacientes se aleatorizaron a recibir 4 ciclos de paclitaxel
trisemanal seguido de 4 ciclos de FEC o el mismo esquema de quimioterapia en
combinacién con TTZ semanal. La tasa de RCp fue del 26% en el brazo de
quimioterapia frente al 60% (IC 95%, 44.3-74.3%) en el brazo que incorpord TTZ. El
ensayo fase Ill NOAH (345) incluyé a 235 pacientes randomizadas a recibir un
complejo esquema secuencial de 33 semanas de duracidn con antraciclinas, paclitaxel
y CMF, con o sin TTZ. Se evidencié también un incremento significativo de la tasa de
RCp para el grupo que recibio TTZ (38% vs 20%; p=0,003). El otro estudio fase Il es el
GeparQuattro (184) que analizo el papel de afiadir capecitabina a un régimen basado
en antraciclinas y taxanos. El subgrupo de pacientes HER2, en total 445, recibieron
ademds TTZ trisemanal de forma concomitante. El tratamiento con TTZ aumentdé
significativamente la tasa de RCp (31.7% vs. 15.7%). Mas recientemente, el estudio
21041 (141) comparé directamente la forma de administracién y duracion éptima de
TTZ neoadyuvante junto con QNA basada en antraciclinas y taxanos. En este estudio,
282 pacientes fueron aleatorizadas a FEC;s seguido de paclitaxel semanal combinado

solo este ultimo con TTZ por 12 semanas, o bien, a paclitaxel semanal por 12 semanas
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seguido de FEC;s con TTZ concomitante durante todo el tratamiento. No se
objetivaron diferencias significativas en la tasa de RCp (56.5% vs. 54.2%; p=0.72) y de

nuevo la tasa de RCp fue similar a la descrita en nuestro andlisis.

El siguiente aspecto a comentar es la expresion de las variables a estudio en la biopsia
diagndstica y su correlacién con otras variables clinico-patoldgicas. En los siguientes
parrafos se reflejardn los resultados de nuestro andlisis y se contextualizaran con los
datos de los estudios de referencia respectivos. En primer lugar, se comentaran los

elementos implicados en la via PI3K y finalmente todo aquello relacionado con el TIL.

En nuestro estudio, se objetivé una expresion negativa de PTEN en alrededor del 30%
de pacientes. Segun el IRS-score fue del 32.1% de las muestras mientras que tras la
determinacion H-score fue negativa en el 29.8%. El subgrupo de tumores RH- se
caracterizaban por presentar un mayor porcentaje de expresion negativa de PTEN,
tanto por IRS-score (42.9% vs 21.4%; p=0.035) como por H-score (38.1% vs 21.4%;
p=0.095) respecto a tumores RH+. Esteva et al, analizaron la expresion de PTEN en
una serie de 137 pacientes con CM metastdsico tratados con TTZ. En todos ellos se
cuantifico la expresion de PTEN, p-AKT y mutaciones en los exones 9 y 21 de PI3KCA
en la biopsia diagndstica. En esta serie existia una pérdida de expresion de PTEN en el
51% de las pacientes segun IRS-score (IRS<3) sin describir asociacidn significativa con
las diferentes variables clinicas. Si revisamos las series de CM precoz observamos que
en el subtipo HER2 alrededor del 20%-31% de los tumores presentan pérdida de
expresién de PTEN (276,346,347). Jensen et al, publicd en el afilo 2012 una de las
series mdas amplias con 240 CM tratados con quimioterapia adyuvante y TTZ, 24% de
las pacientes presentaron una pérdida de expresion de PTEN determinado mediante
H-score (Hscore<40) (338). Otro de los trabajos publicados que estudiaron diferentes
elementos de la via PI3K/AKT y su capacidad predictiva y prondstica en muestras de
43 pacientes con CM HER2 positivo tratados con QNA es la serie del Dr. Sueta. La
determinacidn de la expresion de PTEN se realizé mediante H-score, siendo negativa

en el 29% de los casos (340). El Dr. Nuciforo analizé de forma retrospectiva la
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expresion de PTEN en 360 muestras del estudio fase Il NeoALTTO de QNA combinada
con terapia anti-HER2. Del global de las muestras la expresidon de PTEN segun H-score
fue negativa en el 27%. La pérdida de PTEN fue mas frecuentemente descrita en los
tumores RH negativos respecto a los RH+ (33 vs 20%): La activacién de la via PI3K
(definida como pérdida de PTEN o mutacidn en PI3KCA) se observé en el 47% de las

muestras (276).

Referente al estudio inmuno-histoquimico de p-AKT, en nuestro trabajo se cuantifico
con la técnica de H-score y fue positiva en el 45.2% de las muestras analizadas.
Tomando como referencia la serie de muestras de CM metastdsico HER2 positivo del
Dr. Esteva, el 52.9% presentaba sobre-expresidon de p-AKT segun la determinacién de
H-score. El Dr. Rojo describid la expresién de p-AKT en 103 muestras de CM precoz,
de las cuales el 23% eran HER2 positivo (210). P-AKT se encontraba sobre-expresado
en el 46.6%, asocidandose de forma significativa al subgrupo HER2 (test U de Mann-
Whitney, p<0.001) y a la afectacidn ganglionar (p=0.015) de modo similar a nuestro
trabajo. Si revisamos los trabajos con muestras tratadas con TTZ neoadyuvante se
describid en la serie del Dr. Sueta que la sobre-expresion de p-AKT estaba descrita en

el 70% de las muestras analizadas (340).

Son escasas las publicaciones que analizan la expresidon de p-4EBP1. Por problemas
técnicos, en nuestra revision la determinacidn de p-4EBP1 Unicamente se realizé en
35 muestras con un valor H-score negativo en 19 casos (54.3%). El primer estudio que
evalud la expresion de p-4EBP1 fue la revision retrospectiva de 103 muestras de CM
del Dr. Rojo (210). La expresion de p-4EBP1 determinada mediante H-score fue
negativa en el 40.8% y se correlacioné con mayor grado histolégico, tamafio tumoral
y afectacion ganglionar (test U de Mann-Whitney, p<0.001; p<0.001; p= 0.02
respectivamente). Otro de los estudios que analizd la expresién de p-4EBP1 en el
marco del tratamiento neoadyuvante basado en antraciclinas, taxanos y TTZ es el fase
3 GeparQuattro (348). Se evalud retrospectivamente la expresién de PTEN, p-4EBP1y

mutaciones en PI3KCA. De forma global, el 58.3% presentaron niveles bajos de p-
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4EBP1. Cuando fue analizado como variable continua se asocié de forma significativa

al estado del RH (p=0.017) y Ki67 (p=0.008).

Uno de los factores clave en la via de sefializacién PI3K/AKT es la presencia de
mutaciones en la unidad catalitica de PI3K y mas concretamente en el exén 20. En
nuestro trabajo la tasa de mutaciones fue del 23.9%. Las mutaciones mas frecuentes
se describieron en el exon 20 (H1047X) y con menor frecuencia en el exén 9 (E545X,
E542K). Estos datos son altamente concordantes con las cifras derivadas de las
publicaciones mas recientes lo que valida los resultados generados en nuestro
trabajo. Recientemente, se ha publicado una serie retrospectiva de 19.784 muestras
de 40 tipos diferentes de tumores sélidos donde se revisé de forma centralizada la
presencia de alteraciones en la via PI3K/AKT. Para ello, se incluyeron distintas técnicas
como secuenciacidon gendmica masiva, inmuno-histoquimicas y FISH (349). La tasa de
mutaciones fue del 13%, con un mayor porcentaje de mutaciones en aquellos
tumores con sobre-expresién de HER2 (22% HER2+ vs 13% en HER2-; p<0.001). En las
2333 muestras de CM (se incluyeron diferentes subtipos histolégicos) la tasa de
mutaciones en PI3KCA fue del 31%, sin embargo, no se reflejaron los datos especificos
seglin la expresién de HER2 y RH. En el estudio mas importante para la
caracterizaciéon gendmica del cancer, The Cancer Genome Atlas, de las 130 muestras
de CM HER?2 positivo analizadas se describié una tasa de mutaciones del 30% siendo
excluyentes con la presencia de mutaciones en p53 (350). Si revisamos la bibliografia
de pacientes con CM HER2 positivo, la cifras relacionadas con mutaciones de PI3KCA
oscilan entre el 20-30% (232,246,346) y las mas frecuentemente descritas afectan a
los exones 9 y 20. De modo casi idéntico a nuestro trabajo, en la serie comentada de
Esteva et al, la tasa de mutaciones en PI3KCA fue del 21.8%, siendo la mas frecuente
la mutacién del exon 20 H1047X (265). En la serie de 240 CM tratadas con
guimioterapia adyuvante y TTZ de Jensen et al, la tasa de mutaciones en los exones 9
y 20 de PI3KCA fue del 26% (338). Uno de los trabajos que incluyé mayor tamafio
muestral es la revision conjunta de los estudios neoadyuvantes del grupo aleman

GeparQuattro, GeparQuinto y GeparSixto (258). En ella se revisaron
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retrospectivamente 504 muestras de pacientes con CM HER2 positivo tratadas con
QNA vy terapia anti-HER2. De forma global, las mutaciones en la unidad catalitica de
PI3K se describieron en el 21.4% de las muestras, siendo de nuevo la mas frecuente la
del exdon 20. No se objetivd asociacion entre los diferentes pardmetros clinico-
patolégicos y el estado mutacional. En el grupo de tumores RH positivo (este
subgrupo representaba el 57% del global de la muestra) la tasa de mutacidn fue del
21.6% y en las muestras RH negativas del 21.3% (p=0.937). De nuevo, en nuestra serie
se describen resultados similares, la expresién de RH no se asocié con diferencias en
la tasa de mutaciones, 24.3 en RH positivos y 23.3 en RH negativos (p=0.925). En el
estudio fase lll NeoALTTO se estudio el estado mutacional de PI3KCA en 355 muestras
mediante genotipado basado en espectrometria de masas. La tasa de mutaciones fue
del 23%, no existiendo diferencias segun el estado del RH (23% en RH positivo, n=169
y 22% en RH negativo, n=186) (351). Otro de los analisis con mayor numero de
muestras de tumores HER2 es la revision conjunta de 5 ensayos clinicos fase Il-llI
basados en QNA con TTZ y/o L (GeparQuattro, GeparQuinto, GeparSixto, NeoALTTO,
CHERLOB) (352). Con un total de 967 muestras y tras la determinacién de mutaciones
mediante el sistema de Genotipado Sequenom la tasa de mutaciones de PI3KCA fue
del 21.7% no existiendo diferencias segun la expresiéon de RH. Las mutaciones en el

exon 20 duplicaron a las descritas en el exdn 9.

Al contrario que en la cuantificacién de la expresion de PTEN, p-AKT y p-4EBP1 donde
los scores y los puntos de corte empleados son consistentes y concordantes entre la
mayoria de estudios, en lo correspondiente a la determinacién del TIL existen algunas
diferencias. La técnica estd muy estandarizada y se siguen las recomendaciones de las
guias de trabajo de 2014 (315) siendo poco frecuentes la variabilidad intra-
interobservador. Estas guias recomiendan la determinacidn del infiltrado linfocitario
estromal como la técnica recomendada debido a su mayor evidencia cientifica. Sin
embargo, el problema principal es conocer el punto de corte para definir a los
subgrupos con TIL elevado, intermedio o bajo pudiendo oscilar los puntos de corte

entre el 10-60%. En contraposicidn, a la hora de valorar su capacidad predictiva y
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prondstica se analiza el TIL como variable continua (incrementos del 10%) a pesar de
su escasa aplicabilidad clinica. En nuestro analisis, en base a lo publicado por otros
autores (315,353), se definié el punto de corte >10% para considerar el infiltrado
linfocitario tumoral estromal como enriquecido. Asi el TIL estromal estuvo
enriquecido en el 17.4% de la muestra. La mayor poblacién se encontraba en el rango
del 5-10%, comprendiendo un 41.9% del total de la muestra. En el estudio fase Il
Neosphere, se analizd de forma retrospectiva el papel predictivo del TIL intratumoral
y estromal en 243 muestras disponibles (58.3% de las pacientes incluidas en el
estudio). Las pacientes con TIL bajo (TIL estromal o intratumoral <5%) representaron
un 14% mientras que aquellas con TIL enriquecido (=50%) fueron el 17% (353). Si
revisamos la literatura relacionada mas reciente, en el estudio NeoALTTO se reviso el
papel predictivo y prondstico del TIL estromal. La mediana del nivel de TIL fue del
12.5%. El 39.9% presentaba niveles de TIL>10% (354). Cabe destacar la correlacidon
entre la mediana del nivel de TIL y la expresion de los RH, donde los tumores RH
negativos presentaron niveles mas elevados (RH negativo:12.5% (3.0%-35.0% y RH
positivo 10% (5.0%-22.5%), P=0.02). Sin embargo, no se objetivaron diferencias segun
la edad del paciente al diagndstico, la afectacion ganglionar o presencia o no de
mutaciones en PI3KCA. La Dra. Heppner realizé6 un estudio retrospectivo con 498
muestras de los estudios fase Ill neoadyuvantes GeparQuattro y GeparQuinto,
basados en antraciclinas, taxanos y terapia anti-HER2, con el objetivo principal de
evaluar el papel prondstico y predictivo del TIL estromal enriquecido. Un total de 104
casos (20.9%) fueron clasificados como TIL enriquecido. Se objetivd un mayor TIL

estromal en los tumores con afectacion ganglionar, RH negativo y alto grado.

Una de los aspectos novedosos que ofrece el trabajo es el analisis de la expresion de
las variables a estudio en la enfermedad residual. Sin embargo, debido al tamano
limitado de la muestra los resultados obtenidos no son concluyentes. Unicamente
cabe destacar que en el 40% de las muestras se objetivd una pérdida de la
amplificacion del gen HER2. Estos datos junto a la presencia en la enfermedad

residual de un mayor porcentaje de tumores RH+ (65% de las 40 muestras) y rasgos
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caracteristicos de esta poblacion como la menor expresidon de PTEN, p-AKT y menor
infiltrado linfocitario estromal podrian generar la hipdtesis de un posible cambio o
persistencia de subtipo intrinseco. La evolucidn podria ser desde una poblacion inicial
mayoritariamente HER2 enriquecida que tras el tratamiento neoadyuvante persistiera
en la enfermedad residual aquella poblaciéon luminal mas resistente a terapias anti-
HER2 y quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos. En el estudio neoadyuvante
fase Il Cher-Lob, donde 121 pacientes fueron randomizados a recibir un esquema de
QNA basado en antraciclinas, taxanos con TTZ, L o ambos, se revisd en 68 muestras
disponibles de enfermedad residual tras QNA la expresidon de PTEN, p-AKT y expresidn
de HER2. Se objetivd que el 15% de los pacientes presentaban una pérdida de
expresion de HER2 asi como una reduccidn significativa del 20% en la mediana de
expresién de p-AKT (p=0.0003) (326). Este cambio de subtipo intrinseco tras el
tratamiento neoadyuvante se ha descrito en algunos trabajos. En el estudio
neoadyuvante CALGB 40601 basado en antraciclinas, taxanos en combinacién con TTZ
y/o L se realizd una revision retrospectiva de subtipos intrinsecos en 265 biopsias
diagndsticas y en las 81 muestras disponibles de enfermedad residual tras QNA (143).
La biopsia diagndstica se caracterizé por el subgrupo HER2 enriquecido como el mas
frecuente (31%), sin embargo, cuando se realizd la determinacion del PAMS5O0, el

subgrupo predominante fue el subtipo luminal (49%).

El tratamiento neoadyuvante en pacientes con CM HER2 positivo es precisamente el
paradigma de la terapia dirigida y el marco idéneo que ha permitido y permite el
desarrollo de nuevas drogas con una valoracidon de su eficacia en un intervalo de

tiempo precoz.

La busqueda de factores predictivos de RCp y el conocimiento de mecanismos de
resistencia a TTZ ha sido una constante en los ultimos 5 afios. A pesar de ello, no
disponemos en la practica clinica de factores predictivos de RCp que nos ayuden a

identificar qué pacientes se beneficiaran del tratamiento y cuales serdn resistentes, lo
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gue nos conduce en la actualidad a tratar de igual forma a la mayoria de pacientes

HER2 positivas.

En nuestra experiencia hemos identificado algunos factores capaces de predecir RCp
lo cual tendria un alto interés en el desarrollo de ensayos clinicos. Estos resultados
podrian ser la base para generar ensayos clinicos con dos objetivos: la identificacion
de nuevos agentes para revertir resistencias o bien la selecciéon de poblaciones que
pudieran precisar de tratamientos menos agresivos. Todo ello con una clara ventaja,
ya que todos los factores estudiados son facilmente aplicables en la practica clinica

diaria.

Uno de los factores predictivos de RCp en poblacion HER2 que mayor evidencia
disponemos es la expresion de RH. En nuestra serie las pacientes con RH-, tanto RE
como RP, se asociaron a una mayor tasa de RCp. En el andlisis multivariante, la
expresion de RH fue el uUnico factor predictivo de RCp junto a la presencia de
alteraciones conjuntas de PTEN y/o PI3KCA. La bibliografia disponible confirma de
forma clara su papel predictivo. Desde los estudios preclinicos, donde se confirma en
lineas celulares que la reactivacién del RH es uno de los mecanismos de escape al
bloqueo HER2 (355), hasta los estudios fase IlI-lll de QNA en combinacion con TTZ ha
sido evidente la asociacién con la RCp (134,142,145,339). Los estudios fase IlI-lll en los
gue la expresidon inmuno-histoquimica de los RH demuestra su papel como factor
predictivo incluyen diferentes escenarios. Estudios como el fase Il Z1041, cuyos
resultados confirmaron el esquema de antraciclinas seguido de paclitaxel y TTZ como
probablemente el tratamiento neoadyuvante estandar en la practica clinica actual
(hasta la incorporacion de PTZ), confirmod las diferencias en la tasa de RCp entre la
poblacién RH- y RH+ (72.8% vs 45% respectivamente) (141). También en otro
escenario como el fase Il GeparQuinto que comparé un esquema basado en
antraciclinas (EC x 4) seguido de docetaxel x 4 ciclos con TTZ o L (339). Tanto en el
brazo de TTZ (RH- 39% vs RH+ 26%) como en el brazo de L (RH- 29% vs RH+ 16%), la

tasa de RCp (definida como ypTONO) fue superior en el subgrupo de RH-.
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En cuanto a ensayos que compararon la combinacion de agentes anti-HER2 y taxanos,
el estudio fase Ill NeoALTTO, randomizd a 455 pacientes a recibir paclitaxel con TTZ, L
0 bien TTZ+L. De nuevo, las pacientes con RH-, independientemente del brazo de
tratamiento, tuvieron mayores tasas de RCp definida como ypT0O/isNO (TTZ: RH- 36.5%
vs RH+ 22.7%; L: RH- 33.8% vs RH+ 16.2%; TTZ+L RH- 61.3% vs RH+ 41.6%) (142). El
segundo estudio, el fase Il Neosphere con 417 pacientes, combiné docetaxel, con TTZ,
PTZ o TTZ+PTZ y por ultimo un cuarto brazo con TTZ+PTZ sin docetaxel (145). El
incremento a favor del subgrupo RH- se mantuvo en todos los brazos de tratamiento,
siendo mas marcado en aquellas que recibieron docetaxel+TTZ+PTZ (TTZ: RH- 36.8%
vs RH+20%; PTZ RH- 30% vs RH+ 17.4%; TTZ+PTZ RH-29.1% vs RH+ 5.9%;
docetaxel+TTZ+PTZ RH- 63.2% vs RH+ 26%). El ultimo escenario donde el estado de la
expresion del RH demostré su asociacion con la RCp fue el estudio fase Il Tryphaena,
donde 225 pacientes se randomizaron a tres brazos de tratamiento: FEC x 3 ciclos
seguido de docetaxel x 3 ciclos combinado con TTZ+PTZ, un segundo brazo con el
mismo esquema pero administrando TTZ+PTZ desde el inicio, y por dultimo,
carboplatino+docetaxel+TTZ+PTZ x 6 ciclos. En todos los brazos se objetivd una mayor
tasa de RCp (ypTO) en el grupo RH- (brazo 1: RH- 65.0% vs RH+48.6%; brazo 2: RH-
79.4% vs RH+ 46.2%; brazo 3 RH- 83.8% vs 50%). En otras ocasiones, la determinacién
de la expresion del RH se realizdé mediante técnicas diferentes a la inmuno-
histoquimia, como es la expresion de RNAm. En el estudio NeoALTTO, la expresidn de
ESR1 (receptor estrogénico) fue junto a la expresién de HER2 el factor predictivo mas
relevante en el analisis multivariante, por delante de firmas inmunes, grado

gendmico, expresion de AKT/mTOR y firmas estromales (p=0.008) (356).

Son varias las hipdtesis que intentan justificar la diferencia mantenida a favor del
subgrupo RH-. Como hemos comentado previamente de estudio preclinicos se
deduce que el RE constituye una de las vias de escape a los tratamientos anti-HER2
(355). Otra de las posibles justificaciones, es la diferente composicion de subtipos
intrinsecos entre el grupo de RH+ y RH-. La Dra. Carey analizd esta cuestion en 365

biopsias diagndsticas del estudio fase Ill CALGB 40601 que compardé en el marco
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neoadyuvante el tratamiento de paclitaxel y TTZ durante 16 semanas con o sin L. En
el subgrupo RH+, la poblacion HER2 enriquecida representd el 17% mientra que los
subtipos Luminal A y B constituian el 82%. Sin embargo, en el grupo RH- la poblaciéon

HER2 enriquecida abarcaba el 51% (143).

La activacidn de la via PI3K/AKT a través de la presencia de mutaciones de PI3KCA y la
falta de expresién de PTEN tiene un papel crucial en los mecanismos de resistencia a
terapias anti-HER2. Desde estudios preclinicos ha quedado confirmado que la pérdida
de PTEN y/o mutaciones en PI3KCA contribuyen a la resistencia a TTZ (235,253,254).
Por otro lado, el analisis combinado de la pérdida de expresidon de PTEN y mutaciones
de PI3KCA podria tener mayor capacidad predictiva y prondstica respecto a su
determinacion de forma individual como demuestran andlisis retrospectivos en
enfermedad avanzada y estudios fase Il-lll neoadyuvantes (271,357,358) donde las
pacientes que no presentan tumores con activacion de la via tienen mejores
respuestas y prondstico respecto aquellos con activacion de la misma (208,235). En
base a estos hallazgos se genera la hipdtesis que la combinacién de inhibidores de

PI3K/AKT con terapias anti-HER2 podria revertir dichas resistencias a TTZ (359).

La pérdida de PTEN o las mutaciones de PI3KCA participan en la tumorigénesis a
través principalmente de la activacién de la quinasa AKT. Cuando analizamos otros
eventos mas tardios en la via como p-AKT o p-4EBP1, observamos que pacientes con
pérdida de PTEN/activacion p-AKT o pérdida de PTEN/inactivacién de p-4EBP1
presentan peor prondstico (207,210). Sin embargo, la determinacion de p-AKT y p-
4EBP1 de forma aislada carecen de capacidad predictiva (360,361) y prondstica
(207,271,326,348). Una posible explicacién a este fendémeno es la posible capacidad
de PI3K para promover la progresién tumoral a través de vias independientes de AKT

(362).

La expresion de PTEN, mutaciones de PI3KCA y su determinacion combinada en la

biopsia diagndstica son capaces de predecir RCp en nuestra experiencia, sin embargo,
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Unicamente la determinaciéon combinada mantiene su capacidad predictiva en el
analisis multivariante. De nuevo, como indica la literatura, la determinacién aislada de

p-AKT y p-4EBP1 carecen de capacidad predictiva.

La evidencia derivada de diferentes ensayos clinicos sobre la capacidad predictiva de
la expresion de PTEN no es homogénea a pesar de existir una potente sefal
relacionando la ausencia de expresién de PTEN con menores tasas de RCp como se
describe a continuacién. El Dr. Sueta publicé una serie de 43 pacientes tratados con
QNA basada en antraciclinas, taxanos y TTZ (340). Las pacientes con menor expresion
de PTEN se asociaron a menores tasas de RCp respecto a las de mayor expresion (33%
vs 72%; p=0.034). En el estudio de tratamiento neoadyuvante fase Il TBCRCO06,
pacientes con CM HER2 recibieron 12 semanas de TTZ y L en combinacién con
hormonoterapia en el grupo de RH+ (358). La determinacidn de la expresién de PTEN
por H-score se realizé en 59 pacientes, la tasa de RCp en pacientes con expresion alta
de PTEN fue del 32% frente al 9% en el grupo de expresién baja (p=0.04). Otro de los
trabajos retrospectivos que confirma el papel predictivo de la expresion de PTEN es el
analisis de 181 muestras de pacientes que participaron en el estudio GeparQuattro
(348). Las pacientes con PTEN bajo, determinado mediante IRS-score, se asociaron a
tasas de RCp (ypTONO) del 27.6% mientras que aquellas con IRS-score elevado fue del
57.1% (p=0.010). En el analisis multivariante ajustado por las caracteristicas basales,
la expresion de PTEN predijo de forma independiente la RCp (OR 7.54; IC 95%: 2.03-
28.06; p=0.003). A diferencia de los trabajos previos, en los ensayos clinicos
Tryphaena y Neo-ALTTO la expresién de PTEN no se asocié de forma significativa a la
tasa de RCp (231,276). En el caso del estudio fase Ill NeoALTTO, se recogieron de
forma prospectiva 429 muestras de la biopsia diagndstica siendo validas para el
analisis 366 (276). Las pacientes con PTEN bajo, determinado mediante H-score,
presentaron tasas de RCp del 33% frente al 32% de aquellas con PTEN elevado

(p=0.89).
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Multiples estudios que investigaron el papel predictivo de las mutaciones de PI3KCA
en pacientes tratadas con QNA y terapias anti-HER2 revelaron significativamente una
menor tasa de RCp en el subgrupo de tumores con mutacion de PI3KCA (258,351). En
355 muestras del estudio NeoALTTO cuyas caracteristicas basales eran similares a las
de la poblacidon global del estudio (52.4% RH positivos, T>5cm 40.3%, N+73.5%, tasa
de RCp 31.4%) la tasa de mutaciones fue del 23%. Se evidencié una menor tasa de
RCp en los tumores con mutacion 21.3% vs no mutacion 34.5% (p=0.03)
independientemente de la expresion de RH. Por otra parte, las diferencias fueron mas
marcadas en el grupo que recibi6 TTZ y L en combinacion (351). La capacidad
predictiva del estado mutacional, junto con la expresidn del RE y el tipo de
tratamiento anti-HER2, se mantuvo en el andlisis de regresidon logistica (OR 0.45;
p=0.015). Estos resultados son concordantes con los descritos en el estudio fase Il
GeparSixto que combind QNA con TTZ y L (352). Los tumores con mutacién de PI3KCA
tuvieron tasas de RCp significativamente menores respecto al grupo de no mutados
(17.6% vs 36.8%, respectivamente; p=0.015). El estudio de mayor importancia es la
revision conjunta realizada por la Dra. Loibl de 5 estudios fase IlI-lll con 967 pacientes
tratadas con QNA basada en TTZ, L o la combinaciéon de ambos. De forma global, la
tasa de RCp (ypTONO) fue menor en el grupo de pacientes con mutacién de PI3KCA
(16.2% vs 29.6%, p<0.001). En el analisis por subgrupos las diferencias fueron mas

marcadas en los tumores RH+ y en el grupo de pacientes tratadas con TTZ + L.

Existen algunos estudios donde la capacidad predictiva de las mutaciones en PI3KCA
no alcanza significacién estadistica (326,344). En el estudio fase Il Cher-Lob, tras
describir un 20.4% de mutaciones en los exones 9 y 20 en las 108 muestras
analizadas, no se objetivaron diferencias significativas en la tasa de RCp (ypTOisNO)
segun la presencia o no de las mismas (no mutacién 33.7% vs mutacién 22.7%;
p=323). Los autores justificaron la falta de significacion estadistica al limitado tamafio

muestral (326).
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Como se ha comentado previamente, el analisis conjunto de PTEN/PI3KCA representa
el factor predictivo de mayor potencia en nuestro trabajo. Del mismo modo, en la
serie de Sueta (340), en el analisis multivariante la activacién de la via PI3K debido a
mutacién de PI3KCA o baja expresidon de PTEN se correlaciond con peor respuesta a
TTZ (OR 0.11; IC 95%, 0.03-0.48). En el estudio fase 2 TBCRCO6 (358), la presencia de

alteracién en la via PI3K se asocidé a una menor tasa de RCp (p=0.01).

Otro factor con capacidad predictiva en nuestro analisis fue el TIL estromal, aunque
en nuestro experiencia perdié su poder predictivo en el andlisis multivariante. En la
actualidad, existen gran cantidad de trabajos retrospectivos revisando la capacidad
predictiva y prondstica del TIL tanto en muestras de estudios fase Il y Ill como
Neosphere y NeoALTTO asi como revisiones conjuntas de diferentes estudios
randomizados de QNA vy terapias anti-HER2. La mayoria de estos trabajos estdn
realizados por la Dra. Loi o bien por miembros del grupo aleman German Breast
Group (GBG), donde destacan la Dra. Loibl y el Dr. Denkert. Estas revisiones se
caracterizan principalmente por analizar globalmente a todas las poblaciones
linfocitarias que forma el TIL (a diferencia de algunos trabajos de tumores triple
negativo (363) donde se analizan las poblaciones linfocitarias por separado) y por otro

lado se estudia mayoritariamente el TIL a nivel del estroma frente al TIL intratumoral.

En el estudio Neosphere, se analizdé en 243 muestras el TIL intratumoral y estromal
definiendo tres grupos: CM de predominio linfocitario (TIL >50% estromal o
intratumoral), infiltrado linfocitario bajo (TIL <5%) y un grupo intermedio que incluiria
el resto de casos (353). Estos tres grupos asi como el TIL como variable continua se
correlacionaron con la tasa de RCp (ypTO). No se evidencid asociacion entre la RCp y
el TIL como variable continua. Al igual que ocurrié en nuestro trabajo, el grupo de TIL
bajo presentd una tasa de RCp menor (4.3%) respecto al grupo intermedio (26.9%) y
predominio linfocitario (26.7%) siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (p= 0.018). En este estudio, se revisaron junto al TIL, la expresion de la

proteina PDL1 ademds de la expresion de RNAm de distintos inmuno-parametros
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(inmuno-genes e inmuno-metagenes). En el analisis multivariante, la expresion de
PD1, MHC2 y STAT1 se asociaron mayores tasas de RCp, sin embargo, la expresion de

PDL1 y MHC1 se correlacionaron a menores respuestas.

En el fase Ill NeoALTTO 387 muestras tumorales (85.1% de las pacientes incluidas en
el estudio) fueron usadas para el analisis (315). Del mismo modo que en nuestra
experiencia y el estudio Neosphere para el objetivo de RCp, niveles superiores de TIL
del 5% se asociaron con tasas de RCp mayores independientemente del grupo de

tratamiento (OR 2.60; IC 95%, 1.26-5.39; p=0.01).

Otro de los estudios en los que se describid la inmuno-genicidad del CM triple
negativo y HER2 positivo fue el fase Ill GeparSixto (364), cuyo objetivo principal fue
conocer si la incorporacién de carboplatino a esquemas basados en antraciclinas y
taxanos aumentaba la tasa de RCp (ypTONO). Un total de 580 muestras diagndsticas
fueron evaluadas para el estudio del TIL estromal. También se estudid la expresion de
RNAm de factores inmuno-activadores (CXCL9, CCL5, CD8A, CD80, CXCL13, IGKC,
CD21) asi como inmuno-supresores (IDO1, PD-1, PD-L1, CTLA4, FOXP3) en 481
muestras tumorales. En el subgrupo HER2, el infiltrado linfocitario predominante se
asocié a mayores tasas de RCp. Por otro lado los 12 factores inmunes se asociaron a
mayores tasas de RCp siendo las mayores OR para PDL1 (OR 1.57, IC 95% 1.34-1.86;
p<0.001) y CCL5 (OR 1.41, IC 95% 1.32-1.62; p<0.001). En la revisidon conjunta
realizada por la Dra. Heppner con 498 muestras de los estudios GeparQuattro y
GeparQuinto (365), los resultados mas destacables fueron que el grupo de CM con
infiltrado linfocitario predominante presentd mayores tasas de RCp (ypTONO)
respecto al resto de la poblaciéon y ademds tenia capacidad predictiva como variable
continua. Estas diferencias se mantuvieron en el andlisis univariante (infiltrado
linfocitario dominante OR 2.02, p=0.002; TIL 10% OR 1.12, p=0.002;) y en el
multivariante (infiltrado linfocitario dominante OR 1.87, p=0.009; 10% TIL OR 1.1,
p=0.014;). La magnitud del efecto fue detectable en el grupo de pacientes tratadas

con TTZ (infiltrado linfocitario dominante OR 2.08, p=0.013; 10%TILs: OR 1.12,
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p=0.018) pero no en aquellas pacientes tratadas con L. Posiblemente, uno de los
trabajos que mayor numero de muestras ha revisado es el analisis conjunto de 5.514
pacientes de 8 ensayos clinicos randomizados, 4 de los cuales eran estudios de QNA
(GeparTrio, GeparQuinto, GeparSixto y CherLob) (366). Se correlaciond el infiltrado
linfocitario predominante con la tasa de RCp y la supervivencia. En los estudios
neoadyuvantes, la presencia de infiltrado linfocitario predominante se asocié con
incremento del 29.5% en la tasa de RCp respecto al resto de poblacidn (p<0.001). Este
beneficio se observé tanto en tumores triple negativos (incremento del 15.7%, IC 95%

4.9-26.2%) y en el grupo HER2 (incremento del 33.3%, IC 95% 23.6-42.7%).

Junto a los diferentes factores predictivos de RCp descritos en nuestro trabajo cabe
destacar otras variables que han sido publicadas en diferentes publicaciones

cientificas.

Quizd uno de las plataformas con mayor evidencia predictiva es la firma gendmica
PAMS50 vy los subtipos intrinsecos (367). Destacamos la capacidad predictiva del
subtipo HER2 enriquecido descrita en el los estudios CALGB 40601(143) y NeoALTTO
(356) que combinaron taxanos con TTZ y L. En el andlisis multivariante del estudio
NeoALTTO el subgrupo HER2 enriquecido junto con la expresion del RE fueron los
factores con mayor capacidad predictiva. En el ensayo fase Ill del grupo CALGB, los
tumores HER2 enriquecidos presentaron tasas de RCp del 70%, frente al 34% en
tumores luminal A y 36% de tumores luminal B (p=0.01). Segun los autores, estos
resultados deberan ser considerados a la hora de disefar ensayos clinicos en un

futuro.

Otro de los posibles factores, que de forma intensa, se ha revisado su capacidad
predictiva de RCp es la expresion de la forma truncada de la proteina HER2, conocida
como p95. Esta forma truncada se caracteriza por la pérdida del lugar del dominio de
unién a TTZ y por estar sobre-expresada en el 30% de los CM HER2 positivo (221).

Uno de los primeros estudios que demostraron en lineas celulares su capacidad
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predictiva de respuesta a TTZ fue el trabajo de los Dres. Scaltriti y Rojo (217). Sin
embargo, la falta de estandarizacion en su determinaciéon inmuno-histoquimica,
resultados negativos como los descritos en el estudio CherLob (326) e incluso trabajos
como los andlisis retrospectivos de los ensayos GeparQuattro y NeoALTTO (368,369)
en los que su elevada expresion se asocié a mayores tasas de RCp han hecho que su

papel predictivo en el marco neoadyuvante haya sido descartado.

Por otra parte, aquellos tumores con niveles altos de amplificacion de HER2 (>10
sefiales por nucleo) fueron asociados a una mayor probabilidad de RCp en pacientes
tratadas con QNA y TTZ. Sin embargo, esta diferencia en RCp segun los niveles altos
de amplificacién de HER2 no tuvo impacto prondstico en términos de SLE y SG (370).
Asi mismo, niveles basales elevados de HER2 en suero de pacientes con CM HER2
positivo tratadas con esquemas de QNA basadas en antraciclinas, taxanos y TTZ, se

han sido correlacionados con una mayores tasas de RCp (p=0.045) (371).

El dltimo aspecto por comentar es la capacidad prondstica de los diferentes factores a
estudio. En este sentido, debido al limitado tamafio muestral y al escaso niumero de
eventos no pueden establecerse claras conclusiones con los resultados obtenidos

siendo Unicamente generadores de hipdtesis.

Las tasas de supervivencia descritas en nuestro estudio son ligeramente superiores a
las descritas en estudios de adyuvancia y neoadyuvancia (73,76,130,142). Un claro
ejemplo lo tenemos en el estudio NOAH (130), tras seis aflos de seguimiento la tasa
de SLP a 5 afios fue del 58% mientras que en nuestra experiencia fue del 83.4% En
consonancia con estas cifras, en nuestra experiencia tras un seguimiento de seis afios
el 87.3% de las pacientes permanecian libres de recidiva y el 79.1% no habian

fallecido.

A pesar del escaso numero de eventos, un dato que confirma la validez de nuestros

resultados es la concordancia del impacto prondstico de las variables clinicas de la
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serie con los trabajos publicados de adyuvancia y neoadyuvancia (28,372,373). El
menor tamafio tumoral al diagndstico y el estadio clinico se asociaron
significativamente a incrementos en la SLP y SG mientras que las pacientes menores

de 50 afos tuvieron mayores tasas de SG.

En el estudio adyuvante HERA, tras la actualizacidn realizada a cuatro afios de
seguimiento se objetivd que la tasa de recidivas a cinco afios fue superior en las
pacientes con estadio clinico mayor (HR 0.54, IC 95% (0.43-0.69)) y menor edad
(HR0O.57, 1C 95% 0.39-0.84) (73).

En nuestro estudio, el analisis de la RCp como factor prondstico se correlaciond de
forma significativa a la SLP. Sin embargo y posiblemente por el menor nimero de
eventos no existié asociacion significativa en la SG. La RCp es un factor prondstico
independiente asociado a un aumento de supervivencia tanto términos de SLP como
SG. Varios estudios aleatorizados (125,374) asi como distintos meta-analisis (94,375)
establecen una correlacidn entre la obtencion de RCp y un incremento en la SLP y SG.
Y no solo en la poblacién triple negativa, sino también en tumores HER2 positivos,
especialmente en el subgrupo RH- tratados con QNA combinada con TTZ

(94,130,184,375).

En el CM HER2 positivo, el reciente meta-andlisis de Cortazar ha demostrado una
asociacién de la RCp y la supervivencia independientemente del estado del RH (SLE:
HR, 0.39; SG: HR, 0.34), con una mayor asociacién en el grupo de RH- (SLE: HR, 0.25;
SG: HR, 0.19) (94). De este modo, los ensayos clinicos neoadyuvantes han sido
propuestos como marco ideal para testar hipdtesis bioldgicas en el CM precoz HER2

positivo.

A pesar de tener sus limitaciones, la RCp es hoy por hoy, el marcador precoz de
eficacia o marcador subrogado de supervivencia mas utilizado y establecido en el

tratamiento neoadyuvante, siendo la definicion de ausencia de tumor invasivo en
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mama y ganglios linfaticos (ypTO/is ypNO) la mas recomendada y aceptada (94,376).
Como se ha comentado anteriormente, en base a este concepto se ha desarrollado
tanto por parte de la FDA como de la EMA la aprobacién acelerada de aquellos

farmacos que incrementen de forma significativa la tasa de RCp (377).

Sin embargo, la RCp tiene sus limitaciones. Hasta hace poco tiempo, no existia una
definicion universal de RCp, utilizdndose diferentes escalas de valoracién de
respuesta patoldégica como la de Chevallier, Miller y Payne, la clasificacidn de Fishery
la de Symmans (154,155,378,379), dificultando la comparacién de resultados entre
los diferentes estudios. Por otro lado, la incorporacién de nuevos agentes a la
neoadyuvancia, como son los taxanos, que incrementan la tasa de RCp no se ha
traducido en un aumento significativo en la supervivencia (125). Asimismo, no todas
las pacientes que consigan una RCp estardn libres de recurrencia ni todas aquellas
gue no la alcancen tendran mal prondstico. Es necesario encontrar marcadores de
eficacia mds precisos para identificar qué pacientes si se benefician de un
determinado régimen de quimioterapia y por otro lado, evitar toxicidades

innecesarias.

En el analisis de regresion logistica multivariante en relacién a la SLP, el factor que
mantuvo su capacidad prondstica fue la activacidon de la via PI3K. Del mismo modo, en
la serie del Dr. Esteva de 137 pacientes con CMM HER2 positivo se observd que las
pacientes con alteracion de la via PI3K (ausencia expresién PTEN / mutacién PI3K)
tuvieron una supervivencia significativamente mas reducida (p=0.023) (271). En la
serie de Jensen de 240 CM HER2 tratados con antraciclinas y TTZ adyuvante, las
pacientes con mutacién en PI3KCA o alteracion de la via PI3K presentaron un peor
prondstico en el analisis multivariante (HR2.14, IC 95% 1.01-4.51, p=0.046 y HR 2.35,
IC 95% 1.10-5.04, p=0.03, respectivamente) (346).

El meta-analisis del Dr. Wang incluyd diez estudios y 1889 casos de CM HER2 tratados

con TTZ en neo-adyuvancia o enfermedad avanzada en los que se estudid el papel
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predictivo y prondstico de PTEN (255). En el grupo de CM avanzado, la pérdida de
PTEN se asocié a un peor prondstico (RR=0.682, IC 95% 0.550-0.846, p<.0001). Otro
de los estudios en enfermedad avanzada que confirma el poder prondstico de PTEN
es el trabajo retrospectivo del Dr. Fabi donde las pacientes con sobre-expresiéon de
PTEN segun IRS-score se asociaron a mayores tasas de SLP a 12 meses (43.2% vs

27.6% p=0.06) sin impactar en la SG.

En el estudio NeoALTTO, la presencia de mutaciones de PI3KCA se asociaron a peor
prondstico, tanto en términos de SLP como de SG determinado mediante modelo de
Cox (SLE: HR 0.78; IC 95%, 0.38-1.36; p=0.38; SG: 0.50; IC 95%, 0.19-1.23; p=0.14)
aunque dichas diferencias no fueron estadisticamente significativas (351). La
expresion de PTEN en este estudio no fue un factor prondstico de supervivencia

(276).

En la revision conjunta de la Dra. Loibl de 5 estudios neoadyuvantes (352), tras un
seguimiento de 47 meses, no hubo diferencias significativas en la SLE (HR 1.07; IC
95%, 0.76-1.50, p=0.691). En las pacientes con tumores RH+, la presencia de
mutaciones en PI3KCA se asocié a peor pronéstico (HR 1.56; IC 95% 1.00-2.45;
p=0.0502).

En el marco adyuvante, uno de los pocos estudios que no demostrd la asociacion
entre el estado de PI3KCA y el prondstico fue el ensayo fase 3 FinHER, donde las
pacientes eran randomizadas a recibir 9 semanas de TTZ o no. Sin embargo, hay que
destacar que el tamafio muestral era escaso, 157 pacientes de las cuales 34 (19.3%)

presentaron mutacién de PI3KCA (262).

En conclusidn, el papel prondstico de las mutaciones de PI3KCA y la expresidon de
PTEN es controvertido, debido a que la evidencia cientifica disponible es escasa y el

nimero de eventos incluido en la mayoria de revisiones es muy bajo.
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En cuanto al TIL y su papel prondstico son multiples los trabajos que revisan este
aspecto, tanto en la poblacion triple negativa (321), donde existe mayor evidencia,
como en la HER2 positiva. En el ensayo NeoALTTO, con una mediana de seguimiento
de 3.77 (3.50-4.22) afios, por cada incremento del 1% en el TIL se asocié con una
reduccion del 3% en la tasa de eventos (OR 0.97; IC 95%,0.95-0.99; p=0.002) en todos

los grupos de tratamiento (315).

En la revision conjunta de la Dra. Heppner (365), el infiltrado linfocitario dominante y
el TIL como variable continua no se asociaron de forma significativa a incrementos en
la SLE (p=0.231). Se identificé un subgrupo de buen prondstico al combinar RCp y el
infiltrado linfocitario dominante (p=0.039). Por otro lado, el TIL tuvo una mayor
relevancia prondstica que incluso la RCp en el subgrupo de RH+ (HR 2.8, IC 95% 0.987-
7.909; p=0.053), mientras que en el grupo de RH- se invirtié el orden a favor de la RCp
(HR 2.49, IC 95 % 1.422-4.363; p=0.001. Estos datos segun los autores, confirmarian

gue el subgrupo RH- es totalmente diferente al RH+.

En dos estudios de adyuvancia se confirmo la capacidad prondstica del TIL. El primero
de ellos es el estudio FinHER, en las 209 muestras de pacientes con CM HER2 tratadas
con TTZ cada incremento del 10% en el TIL estromal se asocié a una reduccién del
23% en el riesgo de recidiva (SLED p=0.025), debido al escaso nimero de eventos no

se evidencid asociacién con la SG (321).

El segundo estudio adyuvante es el N9831, donde tras una mediana de seguimiento
de 4.4 afos se analizd la asociacién del TIL estromal con la SLR en 945 muestras de
pacientes. En este caso, en contra de los descrito en otros trabajos, el TIL estromal no

se asocid a un incremento en la SLR en las pacientes tratadas con TTZ (380).

En el andlisis conjunto de 8 ensayos clinicos randomizados de la Dra. Carbognin (366),

respecto a los 4 estudios adyuvantes, se objetivé que el TIL como variable continua se
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asocio significativamente a con mayores tasas de SG en el subgrupo de tumores HER2

(p=0.0025) y triple negativo (p<0.001).

A modo de resumen, nuestro estudio es uno de los primeros trabajos que
demuestran de forma conjunta la importancia prondstica y predictiva de la respuesta
inmune y el estado de activacion de la via PI3K/AKT en un poblacidn de pacientes con
CM precoz HER2 positivo tratados de forma uniforme con un similar esquema de
tratamiento. Una de las fortalezas de nuestro estudio es que el tratamiento recibido
en todas las pacientes de la muestra es homogéneo, existe uniformidad en el
tratamiento sistémico neoadyuvante y adyuvante asi como la radioterapia adyuvante,
ya que elimina potenciales diferencias relativas al empleo de distintos regimenes de

tratamiento.

Sin embargo, una de las limitaciones del estudio es el numero de pacientes
analizados. Este factor limita el analisis de subpoblaciones debido a la reduccién
numérica de éstas. Por otra parte, si afladimos al volumen de la muestra el escaso
numero de eventos podria justificar la falta de significancia estadistica en términos de
SG a diferencia de lo observado en la tasa de RCp y SLP. A pesar de la falta de
significacidon estadistica, los resultados obtenidos llevan la direcciéon esperada de
acuerdo con las hipétesis y resultados de otros trabajos. Por tanto, es necesario una

validacion de estos datos en una serie con tamano muestral mayor.

Los resultados generados en nuestro estudio y los publicados previamente han
permitido el desarrollo de nuevos ensayos clinicos buscando revertir resistencias a
PI3K como el estudio fase Il randomizado Neophoebe (NCT01816594) que comparara
en el marco de la neoadyuvancia dos ramas de tratamiento con paclitaxel + TTZ +/-

BKM 120 (pan-inhibidor de PI3K).
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También estudios en enfermedad avanzada con inhibidores especificos de la unidad
catalitica de PI3K como alpelisib (NCT02038010) y taselisib NCT02390427en

combinacién con diferentes agentes anti-HER2.

En cuanto a agentes inmunoterdpicos que actlan sobre PD1 y PDL1 existen algunos
estudios en enfermedad avanzada, como el estudio fase Il que combina el agente

anti-PDL1 atezolizumab y T-DM1 (NCT02924883).
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6. Conclusiones

193



Considerando los resultados del siguiente estudio podemos obtener las siguientes

conclusiones:

1. La poblacién incluida en nuestro analisis presenta caracteristicas clinico-patoldgicas
(edad, tamafo tumoral, estadio clinico, expresién de receptores hormonales)
similares a la de estudios fase Ill en poblacién HER2 positiva tratados con

guimioterapia neoadyuvante basada en antraciclinas, taxanos y TTZ.

2. La expresion de PTEN (ausencia de expresion en el 32.1% segun IRS-score y 29.8%
con H-score), p-AKT (sobre-expresado en el 54.8% de las pacientes), p-4EBP1
(ausencia de expresidon en el 54.3% de las muestras) y la tasa de mutaciones en
PI3BKCA (23.9% siendo la mas frecuente la del exdn 20) asi como el infiltrado
linfocitario estromal (elevado en el 17.4% de las pacientes) determinado en la biopsia

diagndstica es comparable a las publicaciones cientificas relacionadas.

3. La tasa de RCp alcanzada del 53.5% es equivalente a la descrita en los estudios de

guimioterapia neoadyuvante basada en antraciclinas, taxanos y terapia anti-HER?2.

4. La ausencia de expresion de RH- (tanto RE- como RP-) y la presencia de TIL >10%
(infiltrado bajo tasa de RCp 47.9% vs alto 80%; p=0.023) se asociaron de forma

significativa a mayores tasas de RCp.

5. La ausencia de expresion de PTEN y mutaciones en PI3KCA, tanto de forma
individual como combinada se correlacioné con menores tasas de RCp (mutacién de
PI3KCA y/o ausencia expresion de PTEN RCp 12.5% vs no alteracion PTEN/PI3KCA
79.2%; p<.0001).

6. En el analisis de regresidon logistica multivariante mantuvieron su capacidad
predictiva de RCp la expresion de RH y la presencia de mutaciones de PI3KCA y/o

ausencia de expresion de PTEN.

194



7. La identificacidon de estos factores predictivos de respuesta completa patoldgica
tiene un alto interés en el desarrollo de ensayos clinicos con dos objetivos: identificar
nuevos agentes para revertir resistencias y seleccionar poblaciones de pacientes que

necesitaran tratamientos menos agresivos.

8. En la poblacion con enfermedad residual se observaron rasgos caracteristicos del
subtipo luminal (reduccién absoluta del 20% en la expresién PTEN y p-AKT) y un alto
porcentaje de pérdida, hasta en el 40% de las pacientes, en la amplificaciéon del gen

HER2.

9. Tras un seguimiento de 75.85 meses la supervivencia libre de progresion fue del
83.4% y la supervivencia global del 91.7% lo que refleja el escaso numero de recidivas

descrito en nuestro trabajo.

10. Entre los factores que se asociaron a aumentos significativos en la supervivencia
libre de progresidn en el analisis univariante destacamos el menor tamano y estadio
clinico, la obtencién de RCp, la expresion elevada de PTEN, la ausencia de mutaciones
en la unidad catalitica de PI3K y activacidn en la via PI3K. En el andlisis multivariante
mantuvieron la capacidad prondstica el tamafio tumoral al diagndstico y la activacidn

de la via PI3K.

11. En el analisis univariante se asociaron significativamente con la supervivencia
global variables clinicas como la edad al diagndstico, el tamafio y estadio clinico
mientras que ninguna de las variables a estudio se correlacioné con incrementos en la
supervivencia global. Ningun factor mantuvo la capacidad prondstica en el analisis

multivariante probablemente debido al escaso nimero de eventos.
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Anexo |. Clasificacion histolégica de los tumores epiteliales de la mama
propuesta por la OMS (33).

Carcinoma ductal infiltrante sin otra especificacion (NOS)

Carcinoma lobulillar infiltrante

Carcinoma tubular

Carcinoma infiltrante cribiforme

Carcinoma medular

Carcinoma mucinoso

Carcinoma neuroendocrino

Carcinoma papilar infiltrante

Carcinoma micropapilar infiltrante

Carcinoma apocrino

Carcinoma metaplasico

Carcinoma rico en lipidos

Carcinoma secretor

Carcinoma oncocitico

Carcinoma adenoide quistico

Carcinoma de células acinicas

Carcinoma sebaceo

Carcinoma de células claras rico en glucégeno

Carcinoma inflamatorio

Carcinoma lobulillar in situ

Carcinoma ductal in situ
Hiperplasia ductal
Hiperplasia ductal atipica

Carcinoma ductal in situ

Carcinoma microinfiltrante
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Anexo Il. Tamano tumoral (T). Clasificacion tumoral de la American Joint
Commitee on cancer (AJCC) (48).

Tumor primario Definicion

Tx No se puede medir el tumor primario

T0 Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Tis (CDIS) Carcinoma ductal in situ

Tis (CLIS) Carcinoma lobulillar in situ

Tis (Paget) Enfermedad Paget del pezdn sin tumor asociado

T1 <2cm

Timic Microinvasion <1 cm didmetro mayor

Tla Tamafio tumoral>0,1 cm pero <0,5 cm en su didametro mayor
Tib >0,5 cm pero £1 cm en su d.mayor

Tlc >1cm pero <2 cm en su d. mayor

T2 >2 c¢cm pero <5 ¢cm en su d.mayor

T3 >5cm

T4 Cualquier tamaio pero extensidn a pared costal o a piel

T4a Afecta pared tordcica sin incluir pectoral mayor

Tab Edema, ulceracidn o nddulos satélite en la piel de la misma mama
Tac T4a+T4b

Tad Carcinoma inflamatorio
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Anexo lll. Ganglios linfaticos regionales. Afectacién clinica (cN). Clasificacién
tumoral de la AJCC (48).

Afectacion

Ganglionar Definicion

Clinica

Nx No se pueden estudiar los ganglios (gg) linfaticos regionales.
NO Sin metastasis en los gg linfaticos regionales.

N1 Metastasis en gg regionales Ipsilaterales moviles.

Metastasis en gg regionales fijos entre si o a otras estructuras, o clinicamente
N2 aparentes de la mamaria interna ipsilateral en ausencia de metdastasis axilares
clinicamente aparentes.

Metastasis en gg infraclaviculares ipsilaterales o de la mamaria interna
ipsilaterales clinicamente aparentes con gg axilares homolaterales clinicamente

N3 visibles o metastasis en gg supraclaviculares homolaterales con o sin afectacién de
los nédulos de los gg de la axila 0 mamaria interna.

N3a Metastasis en gg infraclaviculares homolaterales y en gg axilares.

N3b Metastasis en gg homolaterales de la mamaria interna y en gg axilares.

N3c Metastasis en gg supraclaviculares homolaterales.
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Anexo IV. Afectacion patoldgica ganglios linfaticos (pN). Clasificacion AJCC (48).

Afectacion
Ganglionar Definicion
Patoldgica
pNO No metastasis en gg regionales.
pNO (i-) No metastasis en gg regionales. IHQ negativa.

NO (i+) No metastasis en gg regionales. IHQ positiva con CTA (grupo de células
P neoplasicas <0,2 mm).
pNO (mol-) No metastasis en gg regionales. Estudio molecular negativo.
pNO (mol+) No metastasis en gg regionales. Estudio molecular positivo.

N1 Metastasis en 1-3 gg axilares y/o en gg mamarios internos con afectacion
P microscépica detectada por diseccion del ganglio centinela.
pN1mi Micrometastasis (>0,2mm, < 0,2 cm).
pN1a Metastasis en 1 a 3 gg axilares.

N1b Metastasis en gg mamarios internos con afectacién microscédpicamente
P detectada por diseccion del ganglio centinela.

Nic Metastasis en 1-3 gg axilares y en gg mamarios internos con afectacion
P microscopicamente detectada por diseccion del ganglio centinela.

N2 Metastasis en 4-9 gg axilares o en gg mamarios internos clinicamente aparentes
P en ausencia de gg axilares afectados.
pN2a Metdstasis en 4-9 gg axilares (al menos un depdsito tumoral >0,2 cm)

N2b Metastasis en gg mamarios internos clinicamente detectados en ausencia de gg
P axilares afectos.

Metastasis en 210 gg axilares, o infraclaviculares o mamarios internos

N3 ipsilaterales clinicamente detectados en presencia de 21 gg axilares afectados; o

P >3 gg axilares con metastasis microscdpicas en gg mamarios internos
clinicamente negativos o en supraclaviculares ipsilaterales.

pN3a Metdstasis en 210 gg axilares (al menos un depdsito tumoral >0,2 cm) o

metdstasis en gg infraclaviculares.

Metastasis en gg mamarios internos ipsilaterales clinicamente detectables en
pN3b presencia de 21 gg axilares afectados;o> 3 gg axilares y en gg de la mamaria
interna con afectacién microscépica.

pN3c Metastasis en gg supraclaviculares ipsilaterales.
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Anexo V. Metastasis a distancia (M).Clasificacion tumoral de la AJCC (48).

Afectacion
Definicion
Metastasica
Mx No se puede estudiar la presencia de metastasis
MO No existen metastasis
M1 Metdstasis a distancia

233



Anexo VI. Estadios del CM. Clasificacion tumoral de la AJCC (48).

0 Tis NO MO
| T1 NO MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
1B
T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
1B
T3 N2 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lnc
Cualquier T N3 MO
1\ Cualquier T Cualquier N M1
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