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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AR: receptor de andrdgeno.

BL: basal-like (PAM50).

BL1: basal-like 1 (TNBCtype-Lehmann).

BL2: basal-like 2 (TNBCtype-Lehmann).

BSGC: biopsia selectiva del ganglio centinela.

cDNA: DNA complementario de doble hebra

CK: citoqueratinas.

CMTN: cancer de mama triple negativo.

CM: cancer de mama.

CNA: alteracion niumero de copias.

EEM: error estandar de la media.

FT: factores de transcripcién.

HER2E: HER2-enriched (PAM50).

HGUGM: Hospital General Universitario Gregorio Marafon.

HRD: “homologous repair deficiency”

IHQ: inmunohistoquimica.

IM: inmunomodulador (TNBCtype-Lehmann).

LAOT: Laboratorio de Oncologia Traslacional.

LAR: Luminal androgen receptor (TNBCtype-Lehmann).
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ABREVIATURAS

IncRNA: long non-coding RNA.

LPBC: tumores de predominio linfocitico.

LumA: Luminal A (PAMS50).

LumB: Luminal B (PAM50).

M: mesenquimal (TNBCtype-Lehmann).

MSL: "mesenchymal stem-like" (TNBCtype-Lehmann).

miRNA: microRNAs.

mRNA: RNA mensajero.

PARP: poly(ADP-ribose) polimerasa.

pPCR: respuesta patoldgica completa.

PS: proliferation score.

QTNA: quimioterapia neoadyuvante.

RCB: residual cancer burden.

RD: enfermedad residual.

RH: receptores hormonales.

RE: receptor de estrégeno.

RM: resonancia magnética.

ROR: Risk of recurrence.

RP: receptor de progesterona.

SG: supervivencia global.
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ABREVIATURAS

SNC: sistema nervioso central.

SLE: supervivencia libre de enfermedad.

SLED: supervivencia libre de enfermedad a distancia.
SLP: supervivencia libre de progresion.

SOP: salpingooforectomia profilactica.

TCb: Docetaxel-Carboplatino.

TCGA: The Cancer Genome Atlas.

TILs: linfocitos infiltrantes de tumor.

VSD: variantes de significado desconocido.
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RESUMEN

INTRODUCCION Y OBJETIVOS:

El cdncer de mama triple negativo (CMTN) representa el 15-20% de los canceres de mama
diagnosticados, y se caracteriza por una gran agresividad y un peor prondstico a largo plazo. En
las pacientes diagnosticadas en estadios localizados, este mal prondstico se centra
fundamentalmente en las pacientes que no alcanzan una buena respuesta tras quimioterapia
neoadyuvante (QTNA), ya que la obtencidon de una respuesta patoldgica completa (pCR) tras
QTNA se asocia a un excelente prondstico a largo plazo. Con los tratamientos actuales y la
incorporacion de las sales de platino al tratamiento, se obtienen pCR en alrededor del 50% de las

pacientes.

La clasificacién del cancer de mama en subtipos intrinsecos mediante el anadlisis de
expresion génica (PAMS50) ha aportado informacién valiosa sobre la biologia de esta enfermedad.
El CMTN, definido por parametros IHQ, es un diagndstico de exclusion que engloba una
enfermedad heterogénea. Aunque tradicionalmente se equiparé la definicién de TN a basal-like
por PAMS50, hay evidencia de que ambos términos no son superponibles, y que solo el 70-80%
de los CMTN son basal-like. Ademas, han surgido nuevas clasificaciones moleculares especificas
para el CMTN como el TNBCtype-4 de Lehmann. Por otro lado, un porcentaje significativo de
pacientes presentan mutaciones en los genes de recombinacién homoéloga o en sus vias

relacionadas, con una potencial implicacién en la respuesta a QTNA.

La identificaciéon de factores predictivos de respuesta a QTNA es prioritaria en el

momento actual, con el fin de predecir qué pacientes no van a obtener beneficio de las
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estrategias disponibles y poder ofrecerles nuevas alternativas terapéuticas en el contexto de

estudios de investigacion.

El objetivo primario de este estudio es evaluar la capacidad del subtipo intrinseco

determinado por PAM50 en la prediccidn de la respuesta a QTNA con carboplatino y docetaxel.

Como objetivos secundarios, evaluamos el patrén de expresidon génica diferencial entre
pacientes respondedoras y no respondedoras, y evaluamos el valor predictivo de la clasificacién
de Lehmann a partir de los datos obtenidos de RNAseq. Analizamos asimismo la respuesta en
funcién de la mutacién en un panel de genes de recombinacion homodloga en linea germinal. Por
ultimo, evaluamos la correlacion entre la determinacion del PAMS50 por Nanostring Technologies

y RNAseq para determinar su reproducibilidad y traducibilidad.

MATERIAL Y METODOS:

El estudio NCT01560663 es un estudio clinico prospectivo, no-aleatorizado, multicéntrico de
pacientes con CMTN (RE y RP < 1% y HER2 no sobreexpresado) estadio | a Ill, candidatas a recibir
tratamiento neoadyuvante con 6 ciclos de carboplatino AUC 6 y docetaxel 75 mg/m2. Tras
completar el tratamiento neoadyuvante las pacientes se someten a cirugia, y los tratamientos
complementarios con radioterapia y quimioterapia adyuvante se administran a criterio del
investigador. La pCR se definid como ausencia de tumor invasivo en mama y axila (ypTO/is ypNO),
y la enfermedad residual se evalu6 mediante la escala del Residual Cancer Burden (RCB) de

Symmans et al. A partir de muestras parafinadas de la biopsia basal, previa al inicio del
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tratamiento, evaluamos el subtipo intrinseco por PAMS50 en la plataforma nCounter (Nanostring
Technologies), y realizamos el anadlisis de RNAseq. Evaluamos asimismo por secuenciacién
dirigida el estado mutacional de 7 genes de recombinacidn homoéloga en linea germinal (BRCA1,
BRCA2, BARD1, PALB2, RAD50, RAD51C, RAD51D). Los analisis de asociacion y de expresidon

génica diferencial se llevaron a cabo en R studio v 3.2.1.

RESULTADOS:

Entre 2010 y 2015 se incluyeron 121 pacientes, de las cuales en 94 se dispuso de material
histoldgico suficiente para realizar estudios moleculares. La media de edad de las pacientes al
diagnéstico era de 51,6 anos, un 69,1% tenian afectacion ganglionar, y un 52,1% vy 46,8% eran
estadio Il y lll respectivamente. La tasa global de pCR fue de 44,7% vy el 56,4% obtuvieron una
buena respuesta patoldgica (pCR o RCB-I). Un 83,0% de las pacientes se clasificaron como basal-
like por PAM50, y este subtipo basal-like se asocié a una significativa mejor respuesta a
tratamiento (51,3% de pCR frente a 12,5%, p<0,01). En los andlisis multivariantes, el subtipo
intrinseco por PAMS50 fue el uUnico factor asociado de forma significativa a la respuesta. La
combinacién de tamafio tumoral, subtipo intrinseco y ki67 logré una capacidad predictiva de
respuesta medida en AUC de 0,692, incrementando la capacidad predictiva lograda con los
factores histopatoldgicos clasicos (AUC 0,642). A nivel de expresiéon génica diferencial entre
pacientes respondedoras y no respondedoras, se objetivd una sobreexpresion de genes de
respuesta inmune en pacientes con pCR, asi como de genes de proliferacién y de un grupo de

genes de histonas. Al aplicar la clasificacién actualizada de Lehmann (TNBCtype-4) en nuestra
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muestra, objetivamos un 34,0% de tumores BL1, 20,2% de BL2, 23,4% de M y un 14,9% de LAR.
Se evidencié una respuesta diferencial significativa en funcién del subtipo molecular, con el
subtipo BL1 alcanzando la mejor respuesta (65,6%), seguido por el BL2 (47,4%), M (36,4%) y LAR
(21,4%) (p=0,027). Un 11,8% de nuestras pacientes presentaron mutacion en alguno de los 7
genes de recombinacién homodloga analizados, sin objetivarse diferencias en la respuesta entre
pacientes portadoras de mutacién y pacientes no portadoras (50,0% frente a 46,7%
respectivamente). La distribucidn de subtipos moleculares entre las pacientes mutadas fue de un
100% de tumores basal-like por PAM50, y con respecto a la clasificacidon del TNBCtype-4, un 40%
de BL2, 30% de BL1 y 30% de M respectivamente. La correlacidn entre subtipo intrinseco por

PAMS5O0 por plataforma nCounter y RNAseq fue alta, con una concordancia global del 94,6%.

CONCLUSIONES:

El subtipo intrinseco basal-like por PAM50 se asocia a una mejor respuesta a QTNA con
carboplatino y docetaxel, y la determinacion del subtipo intrinseco aporta un valor predictivo
anadido a los factores histopatoldgicos clasicos. Existe ademas un claro componente inmune

asociado a la respuesta a neoadyuvancia.
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ABSTRACT

BACKGROUND AND AIMS:

Triple-negative breast cancer (TNBC) accounts for 15 to 20% of newly-diagnosed breast
cancer, and is characterized by an aggressive course and poor prognosis. This detrimental
prognosis in early-stage TNBC is mainly derived from patients not achieving a satisfactory
response to neoadjuvant chemotherapy (NACT), as pathological complete response (pCR) has
been strongly correlated with an excellent long-term survival. Currently, around 50% of the

patients will achieve a pCR with the available neoadjuvant regimens.

Gene expression profiling identified 4 breast cancer intrinsic subtypes, with valuable
biologic and prognostic information. TNBC is a diagnosis of exclusion encompassing a
heterogenous disease, and, although TNBC and basal-like (BL) were initially considered as
synonymous, only 70 to 80% of TNBC are in fact BL. New molecular classifications specific for
TNBC have arisen in the last years aiming to decipher TNBC heterogeneity, such as the TNBCtype-
4 by Lehmann et al. In addition, a significant proportion of TNBC patients harbor germline
mutations in homologous recombination genes, which may play a role in determining response

to NACT.

Identification of predictive factors of response to NACT is required, as non-responsive
patients should be offered alternative chemotherapy regimens and new options within clinical

trials.

The main goal of this study was to evaluate the predictive value of response of the

intrinsic subtype BL by PAMS50 after neoadjuvant chemotherapy with carboplatin and docetaxel.
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In addition, we aimed to evaluate differential gene expression profiles between
responders and non-responders. We also aimed to evaluate the predictive value of the Lehmann
molecular classification of TNBC, and evaluate the response rate according to homologous
recombination genes mutation status. Lastly, we evaluated the correlation of PAM50 determined

by Nanostring and RNAseq in order to assess their reproducibility and translatability.

PATIENTS AND METHODS:

A study of predictive biomarkers was conducted within a prospective, non-randomized
trial evaluating the clinical efficacy of neoadjuvant carboplatin and docetaxel (NCT 01560663).
Patients with newly diagnosed stage | to Ill TNBC patients, candidate for this treatment, were
accrued. TNBC was defined as the absence of expression of estrogen and progesterone receptor
(ER and PR < 1%) and HER2 status was defined as negative using the ASCO/CAP guidelines.
Patients received six cycles of carboplatin AUC 6 and docetaxel 75 mg/m2 every 3 weeks and
underwent surgery. Postoperative radiotherapy and adjuvant chemotherapy in case of residual
disease were indicated following local clinical practice guidelines. pCR was defined as the absence
of invasive tumor in the breast and axillary lymph nodes (ypTO/is ypNO) and residual disease was
assessed by Symmans residual cancer burden calculator. From core FFPE biopsy, we performed
PAMS50 intrinsic subtype determination in the nCounter platform (Nanostring Technologies), and
RNA-sequencing on a HiSeq2500. Targeted next-generation sequencing was performed on 7
homologous recombination genes (BRCA1, BRCA2, BARD1, PALB2, RAD50, RAD51C, RAD51D). All

statistical analyses were performed on R v3.2.1.
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RESULTS:

From 2010 to 2015, 94 patients with available tissue sample were included in the analysis.
Mean age at diagnosis was 51.6 years, 69.1% of the patients had nodal involvement, and 52.1%
and 46.8% had stage Il and IIl disease, respectively. pCR rate was 44.7%, and 56.4% achieved a
good pathological response (pCR or RCB-I). With regards to the intrinsic subtype distribution, the
majority of the patients were basal-like by PAM50 (83.0%), and this basal-like subtype was
associated with a significant better response to NACT (pCR of 51.3% vs 12.5% for BL and non-BL
respectively, p<0.01). Multivariate analysis showed that the intrinsic subtype was the only factor
significantly associated with response. A predictive model including tumor size, Ki67 and intrinsic
subtype showed a predictive value in terms of AUC of 0.692, higher than the one achieved with
histopathological factors alone (AUC 0.642). In terms of differential gene expression, responder
patients showed an overexpression of immune-related genes, in addition to proliferations
signatures and a histone cluster. With regards to Lehmann’s refined classification (TNBCtype-4),
we found 34.0% of BL1 tumors, 20.2% of BL2, 23.4% of M and 14.9% of LAR. Subtypes were
significantly associated with response to NACT, with BL1 tumors achieving the highest pCR rates
(65.6%), followed by BL2 (47.4%) and M (36.4%), and finally LAR tumors with the lowest pCR rates
(21.4%), p=0.027. Mutations in any of the 7 homologous recombination genes analyzed were
found in 11.8% of the patients, although no difference in response to NACT was found between
mutation carriers and non-carriers (50.0% vs 46.7%). All tumors arising in mutation carriers were
basal-like by PAMS50, and according to TNBCtype-4, 30% were BL1, 40% BL2 and 30% M. Lastly,
we found a high correlation between PAM50 from Nanostring and RNAseq, with a global

concordance rate of 94.6%.
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CONCLUSIONS:

Basal-like intrinsic subtype is significantly associated with a better response to NACT with
carboplatin and docetaxel in TNBC, and intrinsic subtype enhances the predictive value of
classical histopathological factors. In addition, there is a clear immune component related to

response to NACT.
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1.1. EL CANCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVO:

El cancer de mama (CM) es el tumor maligno mas frecuentemente diagnosticado en
mujeres, afectando a alrededor de 1 de cada 8 mujeres a lo largo de la vida. Se estima que en el
ano 2017 se diagnosticaran en torno a 250.000 nuevos casos de CM en Estados Unidos, y que se
producirdn alrededor de 40.000 muertes por este tumor (1). Sin embargo, el CM no puede
considerarse como una entidad Unica, sino que engloba distintos subtipos con una clara

implicacidn terapéutica y prondstica.

1.1.1. Definicidon del cancer de mama triple negativo:

Entre los distintos subtipos de CM destaca el cancer de mama triple negativo (CMTN),
definido por la ausencia de expresion de receptor de estrégeno (RE), receptor de progesterona
(RP) y amplificacidon del HER2, determinados mediante inmunohistoquimica (IHQ) y/o técnicas de
hibridacidn in situ. Aunque histéricamente se han considerado distintos puntos de corte para
determinar la positividad de los receptores hormonales (RH), las ultimas guias de la Sociedad
Americana de Oncologia Médica (ASCO) y Colegio Americano de Patélogos (CAP) recomiendan
considerar la positividad para los RE y RP en todos aquellos tumores con >1% de nucleos
inmunorreactivos (previamente >210%) (2). Este cambio fue secundario a la objetivacidon de que
un porcentaje de pacientes con expresion limitrofe de RE (1-9%) presentaban caracteristicas
moleculares sugestivas de activacion de la via estrogénica, aunque existen controversias sobre

su potencial beneficio con la terapia endocrina (3,4). Por otro lado, se han modificado los
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umbrales de la definicién de positividad del HER2 mediante técnicas de hibridacion in situ (ISH)
en los ultimos afios, rescatando pacientes con valores limitrofes en las Ultimas guias. En las guias
de 2013 se consideran HER2-positivos los tumores con una expresion intensa de HER2 por IHQ
(IHQ 3+) o en el caso de evaluarse por técnicas ISH, aquellos con un cociente > 2, 0 <2 pero con

un nimero de copias medio de HER 2 >4 (5,6).

El diagndstico de CMTN es por tanto un diagndstico de exclusion, agrupando a aquellos
tumores con ausencia de expresion de RE y RP (<1%) y HER2 negativo por las técnicas

previamente descritas (7).

1.1.2. Epidemiologia del CMTN:

El CMTN representa en torno al 15% de los CM invasivos de nuevo diagndstico. Suele
diagnosticarse a edades mas tempranas que el resto de subtipos y es mas frecuente en mujeres
afroamericanas e hispanas (8—11). Se ha visto que en mujeres afroamericanas el riesgo de tener
un CMTN puede llegar a triplicar el de las pacientes caucasicas, independientemente de la edad

y del estado menstrual (12).

Parece que el CMTN tiene unos factores de riesgo algo diferentes de los del resto de CM.
Al contrario que para los tumores RH-positivos, el CMTN se ha asociado a una edad mas temprana
de embarazo y a una mayor paridad (13). Por el contrario, si se asocia a la ausencia de lactancia

materna, y existen controversias sobre el potencial riesgo de los anticonceptivos orales (13,14),
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asi como sobre el impacto del indice de masa corporal (12,15). Por su parte, el alcohol y tabaco

parecen no estar relacionado con el CMTN (16).

1.1.3. Caracteristicas clinicas del CMTN:

El CMTN representa una entidad de tumores con un fenotipo agresivo (17).
Histolégicamente, son generalmente tumores de alto grado histoldgico y de tipo carcinoma
ductal invasivo no especifico, aunque también incluye subtipos histoldgicos mas infrecuentes
como carcinoma medular y metaplasico, carcinoma adenoide quistico y carcinoma apocrino (18).
Se diagnostican generalmente con un mayor tamafio, y, a pesar de que no existen datos
concluyentes, parece que podrian asociarse a una menor incidencia de afectacidn ganglionar con
respecto al resto de CM (19). Alrededor del 80% de los CMTN se diagnostican en estadios
localizados (I-11), en torno al 16% en estadios Il y sélo el 5% debutan con enfermedad metastdsica
(20). Debido a su agresividad y velocidad de crecimiento estan sobre-representados entre los
tumores de intervalo, diagnosticados entre controles rutinarios de campafias de mamografia

(212).

El CMTN se asocia con un patrén de diseminacién y de recurrencia particular. Se asocia a
una menor supervivencia libre de enfermedad (SLE) que los tumores luminales, estimada en
torno al 68% a los 5 anos frente al 77-85%, respectivamente, asociado, ademads, a una mayor
tendencia a desarrollar metdastasis a distancia viscerales (22,23). EI CMTN tiene especial

tendencia a metastatizar a pulmén (40% vs 20%), sistema nervioso central (SNC) (30% vs 10%) y
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en menor medida a higado (20% vs 30%) y hueso (10% vs 40%) (18). Aungue existen controversias
sobre la incidencia de recidivas locorregionales del CMTN en comparacién con el resto de
subtipos, si se ha objetivado que estas recidivas son en general mas precoces (2,8 vs 4,2 afios,
p=0,02) (17,24). En comparacién con los tumores luminales, el CMTN presenta un patrén de
recurrencia precoz, con la mayoria de las recidivas en los 3 primeros afios tras el diagndstico
inicial y de las muertes en los primeros 5 afios (17,22). En efecto, presentan una menor mediana
de tiempo a la recidiva a distancia (2,6 afios frente a 5 afios), mediana de tiempo a la muerte (4,2
frente a 6 afios) y mediana de tiempo desde la recurrencia hasta la muerte (7 vs 20 meses, p=0,02)
(23). Unavez superados los primeros afios tras el diagndstico, el prondstico del CMTN se equipara

al de los tumores RH-positivos.

1.2.  CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA.

1.2.1. Subtipos intrinsecos del cdncer de mama:

Aunque se objetivan diferencias claras en el CM segun su subtipo IHQ, existe asimismo
una gran heterogeneidad en el CM a nivel de expresidon génica. En el aflo 2000, mediante el
analisis de expresidn génica por “microarrays”, Perou et al identificaron 5 subtipos intrinsecos
dentro del CM: luminal A (LumA), luminal B (LumB), basal-like (BL), HER2-enriched (HER2E) y
normal-like, siendo este ultimo contaminacién por tejido mamario sano (25,26). Los subtipos
luminales se caracterizaron por una sobreexpresidon de genes de vias estrogénicas vy
citoqueratinas (CK) luminales (CK 8, 18), y, en el caso de LumA, por una baja expresion de genes

de proliferacién (como por ejemplo el MKI67, CCNB1, CDC20 entre otros). El subgrupo HER2E se
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caracterizaba por la sobreexpresion de ERBB2 y genes relacionados, asi como baja expresion de
RE y genes relacionados; mientras que el subtipo basal-like (BL) se caracterizaba por la ausencia
de expresion de genes relacionados con el receptor de estrégenos, y, por el contrario,
sobreexpresion de genes de proliferacion, CK basales 5 y 17 y laminina, entre otros. Estos
subtipos intrinsecos se acompafiaban de una clara implicacién prondstica, con el subtipo basal-
like asociado a un peor prondstico, tanto en términos de SLE como de supervivencia global (SG).
A estos subtipos intrinsecos se sumé unos afios mas tarde el subtipo “claudin-low”, caracterizado
por la baja expresién de genes relacionados con la diferenciacidon luminal y de genes de adhesion
intercelular (claudinas 3, 4, 7 y e-cadherina), y, al contrario, enriquecido en genes de la transicién
epitelio mesénquima, respuesta inmune y de células madre tumorales (27). La mayoria de estos
tumores CL se englobaban dentro de los tumores TN (61-71%), y hasta un 25-34% de los tumores
TN podrian corresponder a tumores CL por expresion génica. A diferencia de los tumores basal-
like, este subgrupo de tumores presenta una menor expresién de CK basales comola 5, 14y 17,
asi como de genes implicados en la proliferacién, siendo por el contrario tumores mas
guiescentes con una menor velocidad de crecimiento. Se ha visto que los distintos subtipos
intrinsecos se traducen en distintos fenotipos histoldgicos, con el subtipo BL, por ejemplo,

asociado a mayor inflamacidn, necrosis, pleomorfismo nuclear e indice mitético (28).

A partir de los datos de expresién génica de los subtipos intrinsecos, se desarrollé un
predictor de subtipo basado en la expresion génica de 50 genes, el PAMS50. La clasificacion del
CM mediante esta herramienta ha demostrado tener una importante implicacién prondstica y
predictiva de respuesta al tratamiento (29). El test Prosigna, formado por la combinacién del

PAMSO0 y variables clinicas, ha sido validado en CM RH-positivo para la evaluacién del riesgo de
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recidiva a distancia y en consecuencia toma de decision sobre la administracion de quimioterapia
adyuvante en mujeres post-menopausicas (30,31). En estas pacientes, ademas, el PAM50 ha
demostrado utilidad en la prediccion de recidivas tardias (5 a 10 aifos) en pacientes tratadas con
hormonoterapia adyuvante durante 5 afos, postuldndose como una potencial herramienta para
la decisién de extender la hormonoterapia adyuvante mas alld de los 5 afios o no (32). Por otro
lado, la determinacidn del subtipo intrinseco por PAM50 podria tener una implicacién en la
eleccién de las terapias diana, puesto que en el estudio PAMELA se ha objetivado que pacientes

HER2E pero HER2-negativas por IHQ o ISH se benefician del tratamiento con lapatinib (33).

1.2.2. Fenotipo basal:

Los subtipos intrinsecos identificaron un subgrupo de tumores con un fenotipo basal,
sobrerrepresentado entre el CMTN. La glandula mamaria normal estd compuesta por dos tipos
de células de distinto origen, las células basales (y/o mioepiteliales) y las células epiteliales
luminales. Estas dos células presentan diferencias IHQ, con expresién de CK 5y 6 en las células
basales y CK 8 y 18 en las células luminales (25). Los tumores BL se caracterizan por una
sobreexpresion de CK5/6 y CK17, asi como de genes de proliferacion. A partir de la identificacion
del subtipo basal-like por expresién génica, se ha intentado desarrollar una definicién IHQ del
fenotipo basal (34). A nivel de IHQ, los tumores basales se caracterizan por la negatividad para la
expresion de RE, RP y HER2, asi como una sobreexpresion de CK 5/6, HER1 y/o c-KIT, aunque no
hay un consenso entre las definiciones histolégicas y gendmicas de fenotipo basal (35,36).

Ademas, el rendimiento de la definicion IHQ se encuentra intimamente sujeto a la definicidon de
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TN utilizada, ya que la inclusién de los tumores con RE y RP limitrofes, entre 1 y 9%, disminuye
de forma significativa la proporcién de tumores BL por PAM50 (37). La definicién de tumores
basales por IHQ ha demostrado tener una mayor implicacién prondstica que la triple-negatividad

(19,38).

Ademas de las diferencias en expresion génica dentro del CM, el proyecto “The Cancer
Genome Atlas” (TCGA) objetivé diferencias a nivel de DNA entre los subtipos intrinsecos, con una
mayor carga mutacional entre los tumores BL y HER2E que en el resto de subtipos (39). En los
tumores basal-like se objetivd una alta tasa de mutaciones en TP53 (alrededor del 79%) y
elementos relacionados de su via, seguidos por la mutacién en PIK3CA, presente en un 9% de los
tumores BL. Sin embargo, se ha descrito que sélo un 36% de las SNV “single nucleotide variants”
detectadas en CMTN se correlacionan posteriormente con sus alteraciones correspondientes en
la transcripciéon (40). Se vio asimismo una alta frecuencia de alteraciones en la via de PIK3CA,
tanto a nivel génico, proteico, o por sobreactivacidon de la via secundaria a pérdida de PTEN,
INPP4B y/o amplificacion de PIK3CA. Otra de las caracteristicas principales de los tumores basal-
like descritas eran las mutaciones de ATM, inactivaciéon de BRCA1 y BRCA2, pérdida de Rb y
amplificacién de ciclina E. Hasta un 20% de los tumores basal-like presentaban mutacién germinal

o somatica de BRCA1 o BRCA2.

Al estudiar de forma conjunta diversos tipos tumorales de distinta estirpe histolégica se
objetivé que los tumores de mama se segregaban en 2 grupos totalmente separados, los tumores
luminales y HER2-positivos por un lado, y por el otro, los tumores basales, mostrando que estos

ultimos son tan distintos de los luminales como pueden serlo de tumores de otro érgano (41). Al
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contrario, se objetivan grandes similitudes entre el cancer de pulmén escamoso y los tumores de

mama basales, y entre estos Ultimos y los carcinomas serosos de ovario.

1.2.3. Clasificacion molecular del CMTN:

Con los datos de expresidon génica resultd evidente que el propio diagnéstico de CMTN
englobaba a distintas entidades clinicas, propiciando el desarrollo de diversas clasificaciones

dirigidas a elucidar la biologia de estos tumores y potenciales dianas terapéuticas especificas.

Una de las clasificaciones principales del CMTN es la clasificacion molecular entre tumores
TN basal-like (TN/BL) y TN no-basal-like (TN/no-BL) por PAM50. Aunque el CMTN y fenotipo basal
se consideraron inicialmente sindnimos, existe evidencia de que ambas clasificaciones no se
solapan de forma completa, con unas discordancias entre ambas en torno al 20-30% (42).
Alrededor del 70-80% de los CMTN se corresponden con tumores basal-like, aunque al incorporar
el subtipo claudin-low esta cifra descenderia hasta el 50%, mientras que el resto de los CMTN
incluye tumores de todos los subtipos intrinsecos (43). El andlisis de expresion diferencial de los
distintos subtipos intrinsecos dentro del CMTN ha revelado que el perfil de expresién génica se
mantiene entre subtipos intrinsecos, independientemente de su perfil IHQ. Por el contrario, se
objetivan diferencias importantes entre tumores de un mismo fenotipo IHQ y distinto subtipo

intrinseco, sugiriendo que la clasificacion gendmica es mas robusta que la IHQ (44).

Ademads de la clasificacion por subtipos intrinsecos, han ido surgiendo nuevas

clasificaciones especificas del CMTN segun los perfiles de expresidn génica (tabla 1) (45).
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Una de las primeras clasificaciones surgidas fue la de Lehmann et al, que subdividio el
CMTN en 6 subgrupos: basal like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2), inmunomodulador (IM), mesenquimal
(M), mesenquimal stem-like (MSL) y luminal androgen receptor (LAR) (46). Los subtipos basal-
like 1y 2 mostraban un enriquecimiento en la expresion de genes implicados en el ciclo celulary
proliferacién, ademas de genes de reparacién del DNA para los BL1 y genes implicados en la
sefializacion por factores de crecimiento, glucolisis y gluconeogénesis en el caso de los BL2. El
subtipo IM se caracterizaba por la sobreexpresién de genes implicados en la respuesta inmune,
mientras que el subtipo M mostraba un enriquecimiento en genes implicados en la motilidad
celular, interaccion con receptores de la matriz extracelular y vias de diferenciacién celular. El
subgrupo MSL, ademas de compartir las caracteristicas con el subtipo M, se acompafiaba de
sobreexpresion de genes implicados en la sefializacién por factores de crecimiento y genes de
célula madre, asi como infraexpresion de genes de proliferacidon y unién intercelular como las
claudinas. El subtipo LAR era el subgrupo mas diferenciado a nivel de expresidn génica,
exhibiendo una sobreexpresidn de genes relacionados con las vias hormonales, en especial del
receptor de andrégeno (AR) y de sus efectores "downstream". Este subtipo LAR se diferenciaba
asimismo en el perfil IHQ, al expresar citoqueratinas luminales. Los subtipos moleculares de
Lehmann asociaron ademas una respuesta diferencial a la QTNA, distintas sensibilidades a grupos
farmacoldégicos y un valor prondstico (47). No obstante, esta clasificacion ha sufrido
modificaciones recientemente, al objetivarse que los subgrupos MSL e IM se debian mas a
expresion génica del microambiente que de las propias células tumorales, reduciendo la
clasificacién a 4 subgrupos: BL1, BL2, M y LAR (44,48). La mayoria de los tumores BL1, BL2 y M se

corresponden con tumores BL por PAM50, mientras que los tumores LAR son el principal
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componente del subtipo no-BL. Se ha desarrollado y validado un panel de 101 genes que
permiten la clasificacion de los subtipos de Lehmann de forma robusta, acercando esta
herramienta a la practica clinica habitual, ademds de una plataforma web que permite su

realizacion (49,50).

En el afio 2014 surgidé una nueva clasificacidon por el Baylor College of Medicine, que
clasificé el CMTN en 4 grupos: "luminal androgen receptor" (LAR), mesenquimal (MES), basal-like
inmunoactivado (BLIA) y basal-like inmunosuprimido (BLIS) (51). El subtipo LAR, superponible al
subtipo descrito por Lehmann, se caracterizaba por la sefializacion de las vias del RE y AR entre
otros. El subtipo MES se asocid a sobreexpresién de genes relacionados con las vias del ciclo
celular, reparacién del DNA por “mismatch repair” y vias de los factores de crecimiento (IGF1). El
subtipo BLIS presenté una infraexpresion de genes relacionados con procesos inmunes, mientras
gue los tumores BLIA presentaron sobreexpresion de estos genes. El subtipo BLIA fue el que se
asocié a un mejor prondstico, frente a los tumores BLIS. Al comparar esta clasificacién con el
PAMS0, todos los tumores BLIS y BLIA se correspondieron con tumores basal-like por PAMS50,
mientras que el subtipo LAR incluyd todos los tumores luminales A, B y HER2E de la muestra. El
subtipo MES, por su parte, incluyd los tumores basal-like restantes y normal-like. Por otro lado,
se objetivé una concordancia completa entre los subtipos LAR de la clasificaciéon de Burstein y
Lehmann, y entre el subtipo M y MES. Los subtipos BL1 y BL2 se distribuyeron entre los subtipos

BLIS y BLIA de Burstein, y los tumores IM entre BLIA y MES.

Otra de las clasificaciones surgidas en los Ultimos anos es la de Jézéquel et al, que

clasificaba el CMTN en 3 subtipos (52). Por un lado, el grupo C1 o LAR, caracterizado por un bajo
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indice proliferativo y ser no-basal. Por el contrario, C2 y C3 eran dos grupos de tumores basales
a nivel de IHQ (CK5 y/o HER1 +, Ki67 alto), siendo C2 el grupo con mayor indice proliferativo. No
obstante, la principal diferencia entre los subgrupos basales C2 y C3 fue la respuesta inmune,
definiéndose como basal-like con baja respuesta inmune (C2-LIR y alto macréfagos M2) o alta
respuesta inmune (C3-HIR y bajo M2). Al contrastar con las otras clasificaciones moleculares, C1
estaba compuesto en su mayoria por tumores luminales Ay B, C2 era un grupo basal puro, y C3,
aunque predominaban los tumores BL por PAM50, contenia otros subtipos. La mayoria de los
tumores claudin-low se incluyeron en el grupo C3. Al comparar esta clasificaciéon con la de
Lehmann, el grupo C1 se correspondia fundamentalmente a tumores LAR, C2 incluia a los BL1 y
M (47,6% y 42,6%), mientras que C3 estaba predominantemente compuesto por IM y MSL (65,5%

y 13,8%).

Aunque las clasificaciones surgidas presentan sus diferencias, en conjunto, estas 3
clasificaciones moleculares especificas de CMTN subdividen estos tumores en 4 grupos
principales. Por un lado, el subtipo basal, caracterizado por expresién de vias del ciclo celular y
reparacion del dafio al DNA; el subtipo mesenquimal, definido por la expresién de genes de
motilidad celular, interaccién con la matriz extracelular, transicion epitelio-mesénquima vy
sefializacion por factores de crecimiento; el subtipo inmune, enriquecido en genes implicados en
los procesos inmunes celulares; y, por ultimo, el subtipo LAR, cuya caracteristica principal es la

expresion de genes de la via androgénica (45).

Ademas de las clasificaciones basadas en expresion génica de mRNA, se han desarrollado

otras clasificaciones en base a otros fendmenos intracelulares. Liu et al han integrado datos de
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expresion génica por mRNA y RNAs largos no-codificantes (IncRNAs) para la clasificacion del
CMTN, clasificandolo en 4 grupos: LAR, MES, IM y BLIS (53). El analisis epigendmico de los
tumores, mediante el estudio de la metilacion, ha creado una nueva clasificacion de CMTN en 3
grupos (54). Por ultimo, también se ha desarrollado una nueva clasificacion molecular basada en

la alteracién en el nUmero de copias, con buena concordancia con el PAM50 (55).

Tabla 1. Resumen de clasificaciones moleculares CMTN

Subtipos Distribucidon = Caracteristicas
PAMS50 + Basal-like 50-80% Ausencia de expresion de genes relacionado con el RE,
Claudin-low. sobreexpresion de CK basales y genes de proliferacion.
Perou et al HER2E 5-15% Sobreexpresion de ERBB2 y genes relacionados, sobreexpresion
2000. Prat de genes de proliferacion. Expresidon intermedia expresion de
2010 RE y genes relacionados

Lum A 1-5% Sobreexpresion de genes de diferenciacion luminal. Baja
expresion de genes de proliferacion y ciclo celular.

LumB 1-10% Sobreexpresion de genes de diferenciacion luminal, menor
expresion de RP y FOXA1 que LumA. Sobreexpresion de genes
de proliferacion y ciclo celular.

Claudin-low 10-30% Baja expresion de genes relacionados con la diferenciacion
luminal y de genes de adhesidn intercelular. Sobreexpresiéon de
genes de la transicion epitelio mesénquima, respuesta inmune
y de células madre tumorales

TNBCtype-4 BL1 35% Genes de perfil basal. Ciclo celular y respuesta al dafio al DNA.

BL2 22% Genes de perfil basal. Vias de los factores de crecimiento y

Lehmann marcadores mioepiteliales. Metabolismo.
2016

M 25% Vias de diferenciacion celular, motilidad celular e interaccion
con la matriz extracelular.

LAR 17% Sefializacion por andrégenos.

Bursteinetal. LAR 19% Sefializacion por andrégenos y via del RE.
2015 Mesenquimal @ 24% Sefializacion por factores de crecimiento, ciclo celular,

(MES) reparacién del DNA.

BLIS 30% Infraexpresidn de vias de células B, T, NK y citoquinas.
Sobreexpresion de FT SOX.

BLIA 28% Sobreexpresion de vias de células B, T, NK y citoquinas.
Sobreexpresion de FT STAT.

Jézéquel et al. C1-LAR 22% Bajo indice proliferativo, no-basal.
2015 C2-LIR 45% Basal, baja respuesta inmune, aumento de macréfagos M2

C3-HIR 33% Basal, alta respuesta inmune, baja respuesta macrofagos M2
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1.3. CMTNy MUTACIONES EN BRCA.

1.3.1. Frecuencia de mutaciones BRCA y genes de reparacion homadloga en CMTN.

La relacion entre CMTN y mutaciones en los genes BRCA1/2 se conoce desde hace tiempo.
Se estima que el riesgo acumulado de desarrollar un cadncer de mama u ovario en las pacientes
portadoras de mutacién en BRCA1 y BRCA2 alcanza el 83% y 76%, y que, de estos CM, en torno
al 60-80% y 20-25% seran CMTN respectivamente (56). El CMTN, a su vez, se asocia a una
prevalencia del 10 a 20% de mutaciones de BRCA1/2 en linea germinal, con un porcentaje mayor
en poblaciones seleccionadas de pacientes, como en los judios askhenazi, en los que podria
alcanzar el 40% (57,58). La deteccién de mutacién en BRCA1/2 se asocia a una edad mas
temprana al diagndstico y a una historia familiar positiva, aunque se estima que hasta un 5,7%
de las pacientes con CMTN y sin antecedentes familiares podrian ser portadoras de una mutacion
(59). Se calcula que hasta un 18% de las mujeres con CMTN menores de 60 afios presentan
mutacion en alguno de estos genes, frente a <5% en las mayores de 60 afios (57). Por tanto, las
guias NCCN avalan la realizacion de test diagndsticos en las pacientes diagnosticadas de un CMTN
a una edad <60 afios (60). Las pacientes portadoras de mutacion en BRCA2 presentan los tumores

a una edad mas avanzada que las pacientes portadoras de mutacién en BRCA1 (61).

La mutacion en BRCA no se ha asociado a diferencias prondsticas en las pacientes con
CMTN, tanto para la supervivencia libre de enfermedad a distancia (SLED de 80,5% para
portadoras frente a 76,9% en no portadoras), como en sitio de metdstasis o mortalidad especifica

por CM (62).
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El hallazgo de una mutacién en BRCA se acompana de importantes implicaciones
terapéuticas y preventivas, puesto que la identificacion de estas pacientes permite la realizacion
de maniobras reductoras de riesgo, como la mastectomia bilateral profilactica vy
salpingooforectomia profilactica (SOP), ademas de la adecuacién del seguimiento a las
caracteristicas de riesgo de la paciente y familiares. La mastectomia bilateral profilactica reduce
en un 90% el riesgo de CM en las mujeres portadoras, aunque no se ha objetivado un beneficio
en supervivencia, mientras que la mastectomia contralateral reductora de riesgo se ha asociado
a una disminucion del riesgo de CM y de la mortalidad especifica. La SOP ha demostrado reducir
en un 80-90% el riesgo de cancer de ovario y en estas mujeres se asocia a una reduccién en la

mortalidad, aunque existen controversias sobre el efecto protector de la SOP sobre el CM (56,63).

1.3.2. BRCA vy la recombinacion homdloga:

BRCA1/2 estan implicados en los mecanismos de reparacion del dafio de doble cadena
del DNA por reparacion homologa. El daio de la doble hebra del DNA provoca una interrupcién
en la continuidad en las moléculas de DNA, que no puede ser reparada por los mecanismos
habituales. Por el contrario, es necesaria la puesta en marcha de la reparacidon basada en
recombinacién homdloga, mediante la cual BRCA1 es reclutada al lugar del daino junto con otras
enzimas de reparacion, y donde participa en la reseccidn de los bordes del DNA y creacidon de una
molécula de DNA de hebra Unica. A continuacion, es necesario la formacidon de un macrocomplejo

por BRCA1, BRCA2, PALB2 y RAD51 para continuar la reparacion del dafio (64).
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Las células con mutaciones en BRCA1/2 tienen por tanto una deficiencia en la reparacion
de los dafos de doble cadena del DNA, resultando en la reparacién de estos dafos por
mecanismos alternativos potencialmente mutagénicos. Esta reparacion del dafio al DNA no
conservadora genera una inestabilidad gendmica que podria estar en la base de la predisposicion
de estas pacientes al desarrollo de tumores. En condiciones normales, ante un dafio genético, los
puntos de control en el ciclo celular actuarian, deteniendo el avance del ciclo celular hasta su
reparacion o derivando a la célula a la apoptosis. Sin embargo, parece que en las pacientes
portadoras de BRCA se produce un escape a estos puntos de control, mediante mutaciones en

TP53 o aurora kinasa 2.

Las deficiencias en la reparacién del dafio de doble hebra condicionan una especial
sensibilidad a los agentes que inducen dafo en el DNA como las sales de platino o los inhibidores
de la poly(ADP-ribose) polimerasa (PARP). Esta enzima esta implicada en la reparacién del dafio
de hebra simple del DNA, y, su disfuncion deriva en roturas de doble cadena, que, en presencia
de deficiencias asociadas en la reparacion homéloga inducirdn la muerte celular. Los estudios
iniciales con inhibidores de PARP han demostrado tasas de respuesta esperanzadoras en este
subgrupo de pacientes, y, en especial, en pacientes con CMTN, con un perfil de seguridad muy
favorables. Estan ahora mismo en desarrollo tanto para la enfermedad metastdsica como para la

enfermedad localizada (65,66).
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1.3.3. Fenotipo BRCAness.

Ademas, en un porcentaje significativo de pacientes se objetiva una deficiencia en los
mecanismos de reparacion del DNA que remedan las alteraciones caracteristicas de las
mutaciones en BRCA, ya sea por silenciamiento epigenético de estos genes o por mutacion en
genes con funciones relacionadas (PALB2, RAD51C, RAD51D, BRIP1, familia FANC y ATM entre
otros) (67,68). Este fenotipo “BRCAness” se encuentra hasta en un 30-70% de los CMTN segun
las series (69). El silenciamiento de BRCA secundario a hipermetilacién de las islas CpG y represidn
de la transcripcidn, podria ocurrir hasta en el 30% de los CMTN, siendo mutuamente excluyente

con las mutaciones.

1.4. TRATAMIENTO DEL CMTN.

1.4.1. Indicaciones del tratamiento neo/adyuvante.

El CM es una enfermedad sistémica, e incluso en estadios precoces I-lll resecados, hasta
el 30,6% de pacientes podrian presentar micrometastasis en médula ésea, con una mayor
incidencia a mayor tamafio tumoral, afectacién ganglionar o fenotipo TN (70). En consecuencia,
gran parte de los tumores diagnosticados en estadios localizados van a requerir un tratamiento
con quimioterapia complementario a los tratamientos locales, a fin de intentar reducir las
recidivas a distancia. Este tratamiento complementario, en caso de administrarse tras la cirugia
debe iniciarse en las 2 a 6 semanas siguientes a la cirugia, puesto que un retraso mayor a 12

semanas conlleva un importante deterioro en la SLE y SG (71).
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Sin embargo, el tratamiento neoadyuvante ha cobrado una especial relevancia en CMTN,
al demostrar resultados equivalentes al tratamiento adyuvante en términos de SLE, SLED y SG,
acompafiandose de un incremento en el nimero de cirugias conservadoras (72,73). Pero, sin
duda, el principal valor de la QTNA reside en su valor prondstico, en especial en CMTN y HER2-

positivo, al representar un test in vivo de la quimiosensibilidad del tumor en la paciente (74).

La indicacién de quimioterapia adyuvante o neoadyuvante en el CM se realiza en base al
perfil IHQ y estadificacidn clinica, tamafo tumoral y afectacién ganglionar. En el caso del CMTN,
el tratamiento complementario con quimioterapia estd indicado en practicamente todos los
casos, considerandose que todo tumor mayor a 0,5 cm (> T1a) se beneficia de la quimioterapia
adyuvante, salvo excepciones de histologias de buen prondstico (carcinoma apocrino, adenoide
quistico o secretor juvenil) (75). Por tanto, en este subtipo de tumores cada vez tiene mas valor

la administraciéon del tratamiento previo a la cirugia.

Ademas, la realizacion de estudios en el escenario neoadyuvante permite una obtencién
de resultados rdpida y eficiente para probar nuevos farmacos (76). Los estudios adyuvantes
exigen tamanos muestrales muy elevados, asi como un largo tiempo de seguimiento hasta la
obtencidn de los resultados. Al contrario, el tratamiento neoadyuvante permite la aprobacion
acelerada de nuevos farmacos, abaratando el acercamiento de los nuevos farmacos al paciente,
como ha sido el caso del pertuzumab en cancer de mama precoz HER2-positivo (77). Sin embargo,
el beneficio objetivado en términos de pCR no siempre tiene una traduccién en los objetivos a
largo plazo, como fue el caso de los estudios con lapatinib en cancer de mama HER2-positivo,

NeoALTTO y ALTTO (78,79).
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1.4.2. Evaluacion de la respuesta a la neoadyuvancia:

La evaluacién de la respuesta a neoadyuvancia se realiza en términos de respuesta
patologica completa (pCR) y tumor residual. Aunque existen diversas definiciones de pCR, la
ausencia de tumor en mama y axila (ypTO ypNO) o la ausencia de tumor invasivo en mamay axila
(ypTO/is ypNO) son las que conllevan un mayor valor predictivo, sin practicamente diferencias

entre ambas (74).

Sin embargo, la categorizaciéon dicotomica en pCR y enfermedad residual (“residual
disease”, RD) es insuficiente, puesto que el RD engloba un amplio abanico de respuestas al
tratamiento. En consecuencia, se han establecido diferentes herramientas para la medida del
tumor residual, todas ellas con impacto prondstico (80). Una de las clasificaciones iniciales
evaluaba el estadio TNM tras el tratamiento (yTNM), objetivando que sdlo el 18% de las pacientes
con estadio IlIC post-tratamiento se encontraban libres de enfermedad a distancia a 5 afios (81).
Posteriormente se desarrollé la clasificaciéon del “residual cancer burden” (RCB) de Symmans, que
es en el momento actual una de las mas utilizadas (82). EI RCB es una variable continua que toma
en cuenta las dimensiones del tumor primario, la celularidad residual en el lecho tumoral y la
carga de afectacién axilar residual, categorizando en 3 grupos principales: RCB-I (enfermedad
minima residual), RCB-Il (enfermedad residual moderada) y RCB-lll (enfermedad residual
extensa). Este indice RCB asocia un mayor valor prondstico que el yTNM, y ha demostrado una

alta reproducibilidad en su determinacion (83).
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1.4.3. Asociacion de pCR y prondstico:

La respuesta a quimioterapia neoadyuvante conlleva un importante impacto prondstico,
en especial en el CMTN y CM HER2-positivo. EI mal prondstico asociado al CMTN se centra
fundamentalmente en aquellas pacientes con enfermedad residual tras neoadyuvancia,
multiplicdndose el riesgo de recidiva en este grupo de 6 a 9 veces (84). Se ha visto que el
prondstico de las pacientes con RD tras neoadyuvancia es significativamente peor en las
pacientes TN que en las no-TN, mientras que no hay diferencias entre las pacientes que alcanzan
la pCR, independientemente de su perfil IHQ (TN/no-TN) (85). No obstante, todavia no se ha
podido demostrar la correlacién entre el aumento en la tasa de pCR y la mejoria en SLE y SG (86).
La carga de enfermedad residual tiene también un impacto prondstico clave, y, en CMTN en
concreto, se objetivd que las pacientes con pCR o RCB-I se asociaban a una SLE a 10 afios del 86

y 81%, frente al 55y 23% de las RCB-Il y RCB-IIl respectivamente (87).

Aunque el impacto de la pCR en el prondstico es claro, traducir el beneficio en términos
de pCR a supervivencia a largo plazo no siempre es evidente, y puede verse artefactado por
diversos factores, entre los que destacan los tratamientos adyuvantes posteriores y las
caracteristicas de riesgo de la poblacidn inicial. Ademads, las pacientes con enfermedad residual
minima podrian tener un prondstico similar al de las pacientes con pCR, vy, por ultimo, en torno a

un 5-6% de las pacientes tendran una recidiva a distancia a pesar de alcanzar la pCR (87,88).
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1.4.4. Tratamiento sistémico del CMTN.

El CMTN se asocia a una mayor respuesta al tratamiento QT que el resto de subtipos, v,
sin embargo, a un peor prondstico a largo plazo, “la paradoja del TN”. Como se ha comentado
previamente, este mal pronéstico se deriva fundamentalmente de las pacientes con enfermedad

residual tras neoadyuvancia (89,90).

No existe un consenso sobre el esquema de quimioterapia neoadyuvante recomendado
para las pacientes con CMTN, y en especial, sobre la incorporacion de las sales de platino al
tratamiento a la poblacion de CMTN general o restringido a las pacientes portadoras de mutacién

en BRCA.

1.4.4.1. Neoadyuvancia con esquemas clasicos:

La combinacion de antraciclinas y taxanos es el estandar en muchos centros para el
tratamiento del CMTN (91). En la tabla 2 se recogen alguno de los estudios disponibles con este
esquema en neodyuvancia del CMTN, obteniendo una tasa de pCR global en torno al 35%, segun
un analisis combinado realizado por un grupo aleman (92). El uso de taxanos y los esquemas de
dosis densas se asociaron a un incremento significativo en la tasa de pCR (93,94). Por el contrario,

existe evidencia de que el CMTN podria tener una resistencia intrinseca a las antraciclinas (95).
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Tabla 2. Respuesta a QTNA con esquemas clasicos.

Esquema QT N Estadio pCR Definicién pCR Referencia
tumoral

ACx4 > +/-Tx8 34 I, 1 27% ypTO/is ypNO Carey 2007 (89)

Antraciclinas y taxanos (analisis 542  I-llI 34% ypT0/is ypNO Von Minckwitz

combinado) 2011. (92)

Tx12 - FACx4 22 1111 45% ypTO/is ypNO Rouzier 2005

(basal-like por expresion génica) (96)

255  I-llI ypT0/is ypNO Liedtke

FAC/FEC/AC 20% 2008(85)

TFAC/TFEC 28%

Docetaxel 28 11B-111B 29% RCBO+RCB1 Martin 2011.
(95)

Doxorrubicina 20 10%

ddAC - Nab-paclitaxel 35 11B-11IC 28,6% ypT0/is ypNO SWOG S0800
Nahleh 2016.

ddAC - Nab-paclitaxel - Bevacizumab 32 59,4% (93)

wPaclitaxel 141 1-11A 21% ypT0/is ypNO SOLTI-neoPARP
Llombart 2015

wPaclitaxel + Iniparib 17-19% (97).

EC-T 41 Localmente 24% ypTO/is ypNO Giacchetti 2014.

avanzado. (94)

DdEC 21 48%

AC - Docetaxel 143 | Il 46,2% ypT0/is ypNO Jung 2016. (98)

wPaclitaxel x 12 - ddAC 108 | 1IN 39% ypTO/is ypNO Sikov 2015. (99)

WPaclitaxel - FEC 38 I-IIA 26,3%  ypTO/is ypNO Ando 2014.
(100)

A: adriamicina, C: ciclofosfamida, T: docetaxel, F: 5-fluorouracilo, dd: dosis densas, E: epirrubicina, wPaclitaxel: paclitaxel
semanal.

1.4.4.2. Neoadyuvancia con sales de platino:

Dada la frecuencia de alteraciones en los mecanismos de reparaciéon del DNA en el CMTN,
cada vez va cobrando mas importancia la incorporacion de las sales de platino a su tratamiento.
El estudio TNT, realizado en CMTN metastdsico, objetivd que las pacientes portadoras de

mutacién germinal en BRCA1/2 presentaban un beneficio claro con carboplatino frente
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docetaxel, con una tasa de respuesta del 68,0% y 33,3% respectivamente (p=0,03) y un beneficio
en supervivencia libre de progresion (SLP) (6,8 frente a 3,1 meses). Por el contrario, en las

pacientes sin mutacién no hay beneficio con el uso de platino (101).

En CMTN precoz, las primeras evidencias sobre el uso de sales de platino surgieron de
ensayos de monoterapia, con tasas de pCR del 21% en poblacién de CMTN no seleccionada, y de
hasta el 61% en pacientes con CMTN portadoras de mutacién en BRCA1. Estas tasas de pCR
fueron superiores en las pacientes tratadas con sales de platino que con esquemas clasicos (102—
104). Sin embargo, el tratamiento en monoterapia es insuficiente para una gran proporcién de
las pacientes con CMTN, y, por tanto, es su uso en combinacién el que esta suscitando mayor
interés. En la tabla 3 se encuentran recogidos diferentes estudios de tratamiento neoadyuvante
del CMTN con sales de platino. Un metaanalisis reciente objetiva que la adicién de carboplatino

se asocia a un aumento significativo de las tasas de pCR (105,106).

Existen multitud de ensayos que han demostrado un incremento en las tasas de pCR con
la inclusidon de las sales de platino al tratamiento del CMTN. Entre ellos destaca el ensayo
CALGB40603, en el que las pacientes recibian ddAC, seguido de paclitaxel, asociado a
carboplatino, bevacizumab o la combinacién de ambos (99). Se objetivd un incremento en la tasa
de pCR con ambos farmacos, aunque sélo la adicidon de carboplatino alcanzé la significacién
estadistica (54% vs 41%, p=0,0029), siendo las pacientes que recibieron ambos farmacos los que
obtuvieron mejores pCR (60,0%). Ademas, en la actualizacién de los datos se ha objetivado un
incremento no significativo en la SLE a 3 afios, 76,5 y 71,6% para las pacientes con y sin

carboplatino neoadyuvante (107). Otro de los ensayos principales fue el GEPARSIXTO, en el que
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las pacientes recibian paclitaxel, adriamicina liposomal no pegilada y bevacizumab, con o sin
carboplatino (108). Entre las pacientes con CMTN, la adicidon de carboplatino se tradujo en un
incremento significativo de la tasa de pCR, 42,7% vs 53,2% (p=0,005), con un incremento
significativo en SLE a 3 afios, 76,1% frente a 85,8% (p=0,035). Resulta llamativo que el beneficio
del carboplatino en este ensayo fue mayor en las pacientes sin mutacién de BRCA1 (33,1 vs
50,8%, p=0,005) que en aquellas BRCA1 mutadas (50,0 vs 61,5%, p=0,41) (109). Sin embargo, no
todos los estudios ni las distintas secuencias de administracion han podido demostrar un

beneficio de la adicion de las sales de platino, como es el caso del ensayo GEICAM/2006-03 (110).

La elevada toxicidad de los esquemas de poliquimioterapia ha hecho que se explore Ia
combinacidn de sales de platino sin antraciclinas, y, en especial, los esquemas con carboplatino
y taxanos (docetaxel o paclitaxel), con tasas de pCR que alcanzan el 50-67% (111-115). La
combinacién de carboplatino y docetaxel demostro recientemente la superioridad frente a ET en

términos de pCR (38,6% vs 14%, p=0,014) asi como en SLE (115).

Tabla 3. Respuesta a QTNA con sales de platino en CMTN

Esquema QT N Tumor  Pcr Definicion pCR = Referencia
stage

CDDP x 4 28 -1 22% Miller-payne Silver 2010 (102)

CDDP x 4 ciclos (BRCA1-mut) 107 I-111 61% YpTO/is ypNO Byrski 2014
(103)

CDDP x4 — Bevacizumab x3 46 15% MP5 Miller-Payne 4- = Ryan 2009 (116)

22% MP4 5

wP x12 - ddAC x4 107 1-111 39% ypTO/is ypNO CALGB40603,
Sikov 2015 (99)

wP x12 - Bev -> ddAC x4 - Bev 105 43%

wP x12 - Cb x4 - ddAC x4 111 49%

wP x12 - Cb x4 - Bev - ddAC x4 — 110 60%

Bev
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wP-w lip-Dox - Bev 157 11-11 42,7% ypTO/is ypNO Geparsixto
Von Mincwitz
wP-w lip-Dox - Bev + wCh 158 53,2% ypTO/is ypNO 2014. (108)
Cb — Gemcitabina — Iniparib x 6 80 I-111 36% (56% TN y ypT0/is ypNO PrECOG 0105
BRCA1/2mut) Telli 2015 (117)
EC-T 94 35% YpTO GEICAM/2006-03
(basal Alba 2012 (110)
EC-TCb IHQ) 30%
Sales de platino + taxanos +/- AC 144 -1 31% ypTO/is ypNO Hurley 2013
(118)
TCb x6 190 I-111 55% ypT0/is ypNO Sharma 2016
(111)
TCb x6 30 -1 50% ypTO/is ypNO Kern 2013 (112)
Cb-paclitaxel x 4-6 47 -1 38,6% ypTO/is ypNO Zhang 2016
(115)
ET x4-6 44 11,4%
wCb-Nab-paclitaxel x12 154 -1 45,9% YpTO/is ypNO Gluz 2015. (119)
Gemcitabina- Nab-paclitaxel x12 182 28,7%
Paclitaxel-Cb-Veliparib - AC 51% I-SPY2, Rugo
2016 (120)
Paclitaxel - AC 26%
wP - FEC 37 I-11A 26,3% ypTO/is ypNO Ando 2014 (100)
wP + Cb - FEC 38 61,2%
Cb - Eribulina x 4 30 I-111 43,3% ypTO/is ypNO Kaklamani 2015
(121)
CDDP - Paclitaxel 49 11-111 48% ypTO/is ypNO Jovanovic 2017
(122)
CDDP - Paclitaxel - Everolimus 96 36%

A: adriamicina, C: ciclofosfamida, T: docetaxel, F: 5-fluorouracilo, dd: dosis densas, E: epirrubicina, wP: paclitaxel semanal, Cb:
carboplatiino, CDDP: cisplatino, lip-Dox: doxorrubicina liposomal, TCh: carboplatino-docetaxel, Bev: bevacizumab.

Ademas de las sales de platino, estdan cobrando cada vez mayor interés la incorporacién
de terapias diana al tratamiento del CMTN, como el bevacizumab o inhibidores de PARP (123).
Uno de los estudios que ha evaluado el valor de la adicién de carboplatino y veliparib a terapia
estandar (WP = AC) ha sido el I-SPY 2, en el que se estimd la probabilidad de alcanzar la pCR en

el 51%, frente al 26% con la terapia estandar (120).
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1.5. PREDICCION DE RESPUESTA A NEOADYUVANCIA EN CMTN.

A pesar de las mejoras en los tratamientos, hasta un 30-40% de las pacientes con CMTN
precoz presentaran una recidiva de su enfermedad y hasta un 25-35% falleceran por esta misma
causa (94). El exceso de muertes en CMTN se concentra practicamente de forma completa en las
pacientes con enfermedad residual tras neoadyuvancia (89). Este impacto prondstico
detrimental de la enfermedad residual tras neoadyuvancia obliga a intensificar la busqueda de
factores predictivos de respuesta a neoadyuvancia en las pacientes con CMTN, con el fin de

ofrecer nuevas opciones terapéuticas a las pacientes.

Se ha intentado identificar factores clinicos y patoldgicos asociado a la respuesta, como
el indice proliferativo, el fenotipo IHQ, asi como factores genémicos del tumor (98,124,125).
Muchos estudios han evaluado la asociacién de la expresion de determinadas firmas génicas a la
respuesta y prondstico del cancer de mama, evidenciandose que la sobreexpresién de firmas
génicas inmunes se asocia a una mejor respuesta al tratamiento (126,127). En algunos estudios
también se sugiere que las mutaciones en BRCA o deficiencias en los mecanismos de
recombinacién homdloga (“BRCAness”) podrian asociarse a la respuesta a QTNA basada en

platinos en CMTN, aunque existen controversias al respecto (128-130).

1.6. INFILTRACION POR TILS EN CMTN:

No obstante, uno de los factores predictivos de respuesta y prondsticos que mayor interés

estd generando es la infiltracion del tumor por linfocitos, fundamentalmente linfocitos T “helper”
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y T citotoxicos, y, en menor medida linfocitos B, linfocitos T reguladores, macréfagos y “natural-
killer” (131-133). La infiltracidn por TILs se asocia a un mayor grado histolégico, y a la negatividad
de los receptores hormonales. En efecto, el CMTN tiene una mayor infiltracién por TILs que los
tumores luminales, y alrededor del 20-30% de los tumores presentan mas del 50-60% del
estroma ocupado por TILs, definiéndose como tumores de predominio linfocitico (LPBC). La
infiltracién por TILs asocia un importante valor pronéstico en CMTN y tumores HER2-positivo
(134). En CMTN, la infiltracion por TILs ha demostrado un beneficio lineal, con una reducciéon
significativa del riesgo de recidiva, recidiva a distancia y muerte por cada 10% de incremento de
TILs (134-136). Las TlLs han demostrado ademas un valor predictivo de respuesta, como se ha
puesto de manifiesto en diversos estudios. En el GEPARSIXTO, por ejemplo, se ha visto que la
infiltracién por TILs se asociaba de forma significativa a la tasa de pCR (59,9% vs 33,8% para

aquellas con mayor infiltracién por TILs), alcanzando el 74% de pCR entre los LPBC (137).

1.7. ENFERMEDAD RESIDUAL POST-NEOADYUVANCIA:

Hay multitud de mecanismos por los que la célula tumoral puede escapar de la muerte
celular por apoptosis y mantener su viabilidad, entre los cuales destacan las bombas
transportadoras de farmacos, alteraciones enzimdticas o alteracién de la apoptosis (138). El
interés de la enfermedad residual post-neoadyuvancia radica en que estas células persistentes
tras la quimioterapia son potencialmente las precursoras de las futuras metastasis en la paciente.
Se ha descrito que presentan rasgos de células mesenquimales y de células iniciadoras de

tumores, similares a los tumores claudin-low (139). En CMTN se ha objetivado un

52



INTRODUCCION

enriguecimiento en células iniciadoras de tumores CD49f+ durante el tratamiento con docetaxel,
condicionando resistencia al mismo (140). Ademas, el analisis de esta enfermedad residual en
CMTN ha demostrado tener un valor prondstico, y se evidencia que hasta en el 90% de los casos
presentan alteraciones en vias potencialmente abordables, e incluso se han desarrollado escalas

prondsticas en base a su analisis protedmico (141,142).

Como se ha detallado previamente, estas pacientes con enfermedad residual tras
neoadyuvancia asocian un mal prondstico a largo plazo, y representan por tanto un verdadero
reto. La identificacion a priori de los mecanismos implicados en su resistencia a los tratamientos
convencionales y la implicacidon de vias potencialmente tratables permitiria la realizacién de

ensayos con nuevos farmacos con el fin de intentar rescatarlas.
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2.1. JUSTIFICACION:

El CMTN es un subgrupo de cancer de mama con un curso especialmente agresivo y un
mal prondstico a largo plazo. Se estima que en torno al 30-40% de las pacientes con CMTN
diagnosticados en estadios precoces recidivardn y acabardn falleciendo por el tumor. Este mal
prondstico viene sobre todo derivado de las pacientes que no alcanzardn la pCR tras la terapia
neoadyuvante, estimada en torno al 50% con los tratamientos actuales. Es imprescindible lograr
la identificacidn a priori de las pacientes con alta probabilidad de respuesta a QTNA, a fin de

centrar en aquellas potencialmente quimio-resistentes la busqueda de nuevos tratamientos.

2.2. HIPOTESIS:

La identificacion de factores predictivos de respuesta a quimioterapia neoadyuvante con
carboplatino y docetaxel en CMTN permitira definir a las pacientes candidatas a recibir este
esquema, y, por el contrario, buscar alternativas terapéuticas para las pacientes potencialmente
resistentes. El subtipo intrinseco basal-like definido por PAM50 y la correlacién al centroide basal
serian factores predictivos de respuesta a neoadyuvancia basada en TCb, que podrian ayudar a
la seleccion de estas pacientes. De la misma manera, la presencia de mutaciones en linea
germinal de genes de recombinacién homodloga se asociaria a la respuesta a la QTNA. Por ultimo,
el perfil diferencial de expresidon génica tumoral entre pacientes respondedoras y no

respondedoras contribuird a caracterizar biolégicamente ambos grupos de pacientes.
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2.3. OBJETIVOS:

Objetivo principal:

- Evaluar la capacidad predictiva de respuesta a QTNA con TCb del subtipo basal-like por
PAM50 frente al resto de subtipos mediante PAMS50 (Nanostring Technologies) en

pacientes con CMTN.

Objetivos secundarios:

- Evaluar la capacidad predictiva de respuesta a QTNA con TCb de la correlacién al
centroide basal y luminal A, tanto en la muestra global de pacientes con CMTN como en

las pacientes con subtipo basal-like.

- Evaluar la asociacion del proliferation score (PS) y risk of recurrence (ROR) a la respuesta
a QTNA con TCb,tanto en muestra global de pacientes con CMTN como en las pacientes

con subtipo basal-like .

- Evaluar la asociacién de factores histopatolégicos y del subtipo intrinseco por PAM50 a

la quimiorresistencia (RCB-IIl) a QTNA basada en TCb en CMTN.

- Evaluar la correlacién entre la determinacion del PAM50 realizado por Nanostring y por

RNAseq.
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- Analizar la expresidn génica diferencial por RNAseq entre pacientes respondedoras y no
respondedoras, tanto en la muestra global de pacientes con CMTN como en las pacientes

con subtipo basal-like.

- Evaluar la capacidad predictiva de respuesta a QTNA con TCb de los subtipos moleculares

de CTMN de Lehmann (TNBCtype-4).

- Evaluar la capacidad predictiva de respuesta a QTNA con TCb de las mutaciones en linea

germinal de genes de reparaciéon homoéloga.
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3.1. DISENO DE ESTUDIO:

Para testar la hipotesis planteada y resolver los objetivos descritos, se disefia un estudio clinico
no-aleatorizado, observacional, prospectivo y analitico, internacional y multicéntrico (NCT

01560663), iniciando la inclusién de pacientes en el afio 2010.

3.1.1. Criterios de inclusion:

Sexo femenino.

- Edad 218 afios.

- Diagnéstico de cancer de mama tripe negativo definido por IHQ: RE <1%, RP <1% y HER2
negativo de acuerdo con las guias ASCO (2,5).

- Estadios IB-IIIC segun el estadiaje de la AJCC 72 edicidn (143).

- Adecuadas funciones renal, hepatica y medular.

- ECOGO0-2.

- Candidatas a tratamiento neoadyuvante con carboplatino y docetaxel (TCb) segun
practica clinica habitual.

- Consentimiento informado por escrito.

3.1.2. Criterios de exclusién:

Tratamiento con quimioterapia previo.
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3.1.3. Tratamiento:

Las pacientes incluidas en el estudio recibian 6 ciclos de carboplatino area bajo la curva
(AUC 6) y docetaxel 75 mg/m2 el dia 1 de cada 21 dias, asociado a G-CSF profilactico y
premedicacién habitual segln préctica clinica; hasta completar 6 ciclos, progresién o toxicidad
inaceptable. Tras finalizar el tratamiento neoadyuvante se procedia a cirugia, definiéndose el tipo
de cirugia (conservadora o mastectomia) y el tratamiento sobre la axila de acuerdo a la practica
clinica habitual. La administracion de radioterapia adyuvante posterior se realizaba segun
indicacioén clinica. Quedaba a la eleccion del investigador la administracion de quimioterapia

adyuvante y el esquema o duracidn de la misma en caso de enfermedad residual.

| :
Docetaxel 75mg/m?2 - - pCR ypTO/is NO
CMTN b-lic  |— Carboplatino AUC 6 = [CRER ) — - RCB Symmans

+ G-CSF ’

§

ANALISIS MOLECULARES

BIOPSIA BASAL SANGRE PERIFERICA

e Analisis AP habitual. ¢ Analisis mutacional de

* PAMS50. genes de recombinacidn
¢ RNAseq homodloga.

Figura 1. Disefo del estudio
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3.1.4. Evaluacidn patoldgica de las muestras:

La valoracién histopatoldgica de la biopsia basal para la determinacién de marcadores
IHQ (ER, PR, Ki67, grado histoldgico) y determinacién de HER2 (IHQ o por hibridacién in situ) se

realizé a nivel local, en los respectivos centros participantes.

La evaluacion de la respuesta se realizé asimismo a nivel local, segun la practica clinica

habitual.

3.1.5. Evaluacidon de la respuesta:

La evaluacién de la respuesta a la quimioterapia se realizd en base a la obtencién de la
respuesta patoldgica completa, definida como ausencia de tumor invasivo en mama y axila
(ypTO/is ypNO), y medida de la carga de tumor residual mediante el Residual Cancer Burden (RCB)
por Symmans et al

(http://www3.mdanderson.org/app/medcalc/index.cfm?pagename=jsconvert3) (82).

El RCB es una medida continua calculada como:

RCB = 1.4( finvdprim)0'17 +[4(1 - O.75LN)dmet]O'17, Slend02

- dprim: didmetro del lecho tumoral primario en la pieza de reseccion quirdrgica (V(d1d2))
- finv: proporcion del lecho tumoral ocupada por carcinoma invasor

- LN: ndmero de ganglios linfaticos invadidos por el tumor.
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- dmet: didmetro de la mayor metastasis ganglionar

El RCB permite tanto su estimacion como medida continua como su clasificacién en 4 categorias:

- RCB-0: respuesta patoldgica completa.
- RCB-I: enfermedad minima residual.
- RCB-ll: enfermedad residual moderada.

- RCB-lll: enfermedad residual extensa.

3.1.6. Confidencialidad vy aspectos ético-legales:

Este estudio esta registrado en www.clinicaltrials.gov (NCT01560663), autorizado por la

Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (MMJ-CAR-2014-01) y fue aprobado
por el Comité de Etica de todos los centros participantes. Todas las pacientes incluidas en el

estudio firmaron un consentimiento informado por escrito.

A fin de garantizar la confidencialidad, se procedié a la codificacién de los datos de las
pacientes mediante la asignacién de un cddigo Unico. El tratamiento de los datos de caracter
personal se ajustd a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, del 13 de Diciembre de Proteccién

de Datos de Caracter Personal y su reglamentacion posterior.

Este estudio cuenta con financiacién publica (P112-02684) del Instituto de Salud Carlos III.
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3.1.7. Cdélculo del tamafio muestral:

El disefo del estudio y cdlculo del tamano muestral se realizé siguiendo las
recomendaciones REMARK (REporting recommendations for tumor MARKer prognostic studies).
(144). Teniendo en cuenta que la pCR estimada era de alrededor del 50% con TCb, se propuso
incluir a unas 120 pacientes, asumiendo que alrededor del 20% de las pacientes no tendrian

muestra suficiente para los andlisis moleculares.

El estudio contara de una cohorte test, en la que se tratara de identificar marcadores
predictivos de respuesta a TCb neoadyuvante, y una posterior cohorte de validacién para la
confirmacién de los hallazgos. En este estudio se presentardn los datos de la primera cohorte de

pacientes.

3.1.8. Centros participantes:

- Hospital General Universitario Gregorio Maraifon (HGUGM), Madrid
- Hospital Universitario Clinico San Carlos, Madrid

- Hospital de la Santa Creu y Sant Pau, Barcelona

- Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Valladolid

- Hospital Universitario de La Princesa, Madrid

- Hospital Universitario Vall d'Hebron, Barcelona

- Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, Lima, Peru.
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3.2. MUESTRAS BIOLOGICAS:

3.2.1. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS:

Para la realizacidn de este estudio se requeria la recogida de muestra tumoral en dos momentos:

e Biopsia basal pre-tratamiento, para la extraccién de RNA tumoral. Una pequefia parte de
la muestra de la biopsia diagndstica se utilizé para el estudio sin que en ninglin momento
se comprometiera el diagndstico de las pacientes.

e Sangre periférica pre-tratamiento, para extraccion de DNA de linea germinal. Esta
extraccion de sangre se realizd coincidiendo con una extraccién planificada por practica
clinica habitual.

e Pieza quirudrgica tumoral para la evaluacién de la respuesta patoldgica al tratamiento.

Ambas muestras tumorales eran parafinadas segin los estandares habituales de Anatomia

Patolégica de cada centro participante.

Tras la evaluacion anatomopatoldgica en cada centro individual, todas las muestras se
centralizaron en el Laboratorio de Oncologia Traslacional (LAOT) perteneciente al Servicio de
Oncologia Médica del HGUGM, para suinclusién en la coleccién de muestras bioldgicas registrada
en el Instituto de Investigacion Sanitaria Carlos Ill (C.0000188, ISCIll, Spain) destinada a

Investigacion en cancer.
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3.2.2. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS:

La extraccién de RNA y DNA se realizé a nivel central en LAOT del HGUGM.

3.2.2.1. Extraccion del RNA tumoral:

El aislamiento del RNA tumoral se realizé segun los siguientes pasos:

Fase pre-analitica:

e Recepcién de la muestra tumoral embebida en parafina (FFPE) segin procedimiento
habitual.

e Cortes con el microtomo de 4-5 um.

e Tincion con Hematoxilina-Eosina (H&E): sumersion del porta en xilol durante 3 minutos,
seguido de etanol absoluto durante 15-30 segundos y etanol 962 durante 15-30 segundos.
Posteriormente sumersion durante 30 segundos en agua corriente y a continuacién en
una cubeta con Hematoxilina de Harris durante 3 minutos. Tras lavar con agua corriente,
sumersion durante 15-30 segundos en cubeta con Eosina 0,5% solucion alcohdlica,
seguido de etanol absoluto durante 15-30 segundos, etanol 962 durante 15-30 segundos

y en xilol durante 1 minuto.
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Fase de macrodiseccion:

A continuacion, el area de carcinoma invasivo es delimitado por un anatomopatélogo en
el portaobjetos tefiido con H&E, marcando en el porta el drea tumoral y excluyendo el
tejido circundante no tumoral.

Tras delimitacién del area tumoral y enfriamiento del bloque tumoral en placa fria, se
procede a realizar cortes a 10 @m con el micrétomo, dejandolos estirar en agua a 402 y

posteriormente secar una noche en estufa a 459.

Fase de extraccion del RNA:

La extraccién de RNA se realiz6 siguiendo el protocolo del FFPET RNeasy Kit (Qiagen, Valencia,

USA).

Se produce digestién de la muestra con proteinasa K y se deja en buffer de lisis de tejido
durante 12-23 horas a 55°. Posteriormente se incuba a 802 durante 15 minutos, se afiade
a la muestra buffer de fijacion de parafina (PBB) y etanol absoluto a cada muestra, y se
coloca la mezcla en un tubo de filtrado de alta pureza. A continuacion, se afiade DNAsa,

se lava con buffer de lavado, y por ultimo se procede a la centrifugaciéon para eluir el RNA.

70



MATERIAL Y METODOS

3.2.2.2. Extraccion del DNA germinal:

La extraccién de DNA de sangre periférica se realizé siguiendo con el kit QlAamp DNA Blood

Midi kit (Qiagen, Valencia, CA), a partir de una muestra de 2 ml.

En primer lugar, se afade la proteasa a nuestra muestra de partida, seguido de Ia
incorporacion del buffer AL e incubacidén a 702C durante 10 minutos. A continuacion, se afiade
etanol al 96-100% y se traslada la muestra a un tubo de columnas del kit QlAamp Midi,
procediendo a la centrifugacion durante 3 minutos. Tras desechar el filtrado y colocar la columna
en el nuevo tubo de centrifugacion, se afiade buffer AW1 al tubo y se centrifuga durante 1
minuto. Tras afiadir buffer AW2 y centrifugacion durante 15 minutos, se desecha el filtrado y se
colocaba la columna en un nuevo tubo de centrifugacion para la elucion del DNA, con 200 ul de

agua libre de nucleasas y centrifugacién durante 2 minutos.

3.2.2.3. Cuantificacion y control de calidad del RNA:

Los acidos nucleicos extraidos fueron sometidos posteriormente a cuantificacién y control de

calidad mediante:

e NanoDrop 2000 Spectophotometer (Thermo Scientific NanoDrop Products), que permite
la cuantificacion y evaluacion de la pureza de la muestra (RNA y DNA) mediante la
medicién de la absorbancia de las moléculas en la muestra a una determinada longitud

de onda prefijada. La pureza se evalia mediante el cociente A260/280, estimandose que

71



MATERIAL Y METODOS

un DNA de calidad 6ptima tiene un cociente A260/280 en torno a 1,7-1,8, y un RNA en
torno a 2,0.
e TapeStation 2200 (Agilent Technologies, Germany): permite el andlisis de la integridad

de los 4cidos nucleicos mediante electroforesis capilar.

3.2.2.4. Conservacion de los acidos nucleicos extraidos.

Las alicuotas de RNA y DNA extraidos se conservaron a -802C en el LAOT del HGUGM hasta
su utilizacion para la determinacién del PAM110 con tecnologia nCounter y secuenciacion del

RNA (RNAseq) y estudio de mutaciones en DNA.
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3.3. DETERMINACION DEL SUBTIPO INTRINSECO POR PAM50.

A partir del RNA tumoral, se realizé la determinacion del subtipo intrinseco a través de la
aplicacion del PAMS50 en la tecnologia nCounter (Nanostring Technologies, Seattle, EEUU), en el

LAOT.

3.3.1. Tecnologia Nanostring:

La tecnologia Nanostring permite Ia

‘ \
identificacion y cuantificacion digital directa de V\\/\
i ‘/\
A
| | Iy
moléculas de acidos nucleicos, sin necesidad Sonda de captura \/\“

de reacciones enzimdticas de amplificacion Sondareportera
(145). La deteccion se realiza a partir de una \/\\/\
libreria de 2 sondas multiplexadas dirigidas mRNA diana

. B Figura 2. Sondas de Nanostring
frente al gen de interés, las sondas de captura

y sondas reporteras (figura 2). La sonda de captura, compuesta por una secuencia
complementaria al RNA mensajero (mRNA) diana de unos 35-50 pares de bases, y conjugada con
biotina, tiene el papel de inmovilizar el mRNA diana en el cartucho. La sonda reportera, formada
por una secuencia de 35-50 pares de bases complementaria al mRNA diana y acoplada a una
etiqueta codificada con color, proporciona la seial de deteccién. El orden de la secuencia de los
6 fluoréforos crea un cédigo Unico para cada gen de interés. Se usan 6 posiciones posibles con 4
colores distintos, permitiendo la creacion de un cédigo Unico para 4’ = 16384 posibles

combinaciones.
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La tecnologia nCounter ha sido validada frente a los “microarrays”, objetivando que es capaz de
detectar mRNA de baja abundancia con mayor sensibilidad que los microarrays, y permitiendo el

analisis de hasta 800 genes simultdneamente (145).

Pasos:

En una primera fase, se realiza la hibridacién )
Fase 1. Hibridacion

del mRNA con las sondas para cada gen de W‘/\

interés, derivando en la formacion de Forinacion de los complejos iRNA; sondaide

capturay sonda reportera
complejos de mRNA unido a sus sondas de
Fase 2. Purificacion

capturay reportera especificas (figura 3). T TTm——
Alineacion de los complejos mRNA-sonda en el

cartucho nCounter.
A continuacion, las sondas no hibridadas son

| | o 2 ® 8
retiradas del medio por purificacién por
afinidad y los complejos restantes son
inmovilizados sobre el cartucho.

Después de la captura en dicha superficie, son | Fase 3. Contaje

Figura 3. Tecnologia Nanostring
sometidos a un campo eléctrico que alinea los

complejos para su cuantificacion. Cada molécula de interés es reconocida por el cédigo de colores
identificativo situado en la sonda reportera y se procede a la medida del nivel de expresion por

la cuantificacién del nimero de cédigos para cada transcrito diana previamente seleccionado.
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Plataforma nCounter:

La plataforma nCounter estd formada por dos intrumentos, la PrepStation, encargada de la
purificacién de los complejos hibridados y de su inmovilizacidén en la superficie del cartucho, v,
por otro lado, el analizador digital (DA), un escaner que identifica y contabiliza los codigos de

barra capturados para cada muestra.

3.3.2. Determinacion del subtipo intrinseco mediante PAM50:

La determinacién del subtipo intrinseco se realiza mediante la cuantificacién de la expresién
génica de los 50 genes (PAM50) descritos por Parker et al (tabla 1 anexo) (146). En la tecnologia
Nanostring, esto se realiza con un panel predisefiado de 110 genes (PAM110) en el que se

incluyen los 50 genes de interés, ademas de 5 genes “housekeeper”.

El analisis de los datos de expresion de estos 50 genes se realiza mediante “clustering”
jeradrquico, midiendo la distancia a cada uno de los 5 centroides (luminal A, luminal B, basal-like,
HER2enriched y normal-like). Se procede en primer lugar a la correccién del entorno usando las
sondas de control negativo y normalizando por la media — 2 desviaciones estandar. A
continuacion, se procede a la normalizacion de los 50 genes clasificadores en base a la media
geométrica de la expresion de los 5 genes “housekeeper”. Para la determinacién del subtipo, se
aplica la metodologia de la clasificacidn al centroide mds préximo, tomando el perfil de expresion

génica de cada muestra y calculando el cuadrado a la distancia a cada uno de los centroides
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mediante la correlacion de Spearman. La clase asignada es aquella cuyo centroide se encuentra

mas cercano del perfil de expresion génica de la muestra (29,147).

La determinacion del subtipo claudin-low se hizo con los datos de expresion del PAM110
(clasificacion en claudin-low/no-claudin-low), predominando esta designacidn sobre el subtipo

intrinseco por PAMS50 (27,43).

El PAMS50 permite asimismo calcular un modelo indicador de riesgo, el "risk of recurrence"

o ROR-S basado en las distancias a los centroides, con la siguiente féormula:

ROR-S = 0.05 * basal + 0.12 * HER2 - 0.34 * LumA + 0.23 * LumB.

El “proliferation score” (PS) se calcula mediante la expresion génica de 11 de los 50 genes
analizados en el PAM50 (BIRC5, CCNB1, CDC20, CDCA1, CEP55, KNTC2, MKI67, PTTG1, RRM2,

TYMS, UBE2C).

3.4. ANALISIS DE EXPRESION GENICA POR RNAseq:

La secuenciacidon del mRNA total se llevé a cabo en la Universidad de Carolina del Norte en Chapel

Hill (EEUU), en el seno de una colaboracién con el grupo del Dr. Charles M. Perou.

3.4.1. Tecnologia RNAseq

La secuenciacién de mRNA se ha ido posicionando como la técnica de eleccién para el

estudio del trancriptoma, puesto que permite su anadlisis completo sin restricciones a priori por
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conocimientos previos, sustituyendo a los microarrays. Es un método altamente sensible y
preciso para la cuantificacidon de la expresién génica, permitiendo ademas la identificacion de
distintas isoformas y fusiones génicas. Las aproximaciones basadas en la secuenciaciéon
determinan el DNA complementario de doble hebra (cDNA) de forma directa, al contrario que
los microarrays (148). Para ello, es necesario la elaboraciéon de una libreria de ¢cDNA unido a

adaptadores especificos.

3.4.1.1. Elaboracién de las librerias:

RNAseq— FLUJO DE TRABAJO

N N RNA inicial

N
tienen como misidon la eliminacion del RNA /\/\J

La elaboracién de las bibliotecas de RNAseq

Fragmentacién
ribosémico (rRNA), fragmentacion del RNA, sintesis l e
-t -
. . . =5 RNA fragmentado
de DNA complementario (cDNA) y ligamiento a los £ X%
e e

——rr
e e

adaptadores de secuenciacion (figura 4). l Comvercicina cONA

Adicién adaptadores de secuenciacién

La mayoria de las plataformas de Biblioteca DNA

secuenciacion requieren la fragmentacion del RNA, —

ya que sélo pueden proporcionar lecturas de

Figura 4. Elaboracion de las librerias de cDNA
secuencias cortas (40-400 pares de bases segun la

plataforma usada). En el momento actual, la fragmentacion suele realizarse sobre el RNA, previo

a la conversion a cDNA, con el objetivo de producir una poblacién de RNA de unos 200 pares de

base de media.
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Para la elaboracion del cDNA, el mRNA es usado como molde por la DNA polimerasa con
funcién transcriptasa inversa. La segunda hebra de cDNA es sintetizado por una DNA polimerasa
a partir del DNA sintetizado por la transcriptasa inversa. Ambas polimerasas requieren un
“primer” unido al RNA para el inicio de la transcripcién. A continuacidn, se requiere la presencia

de adaptadores especificos en ambos extremos de los fragmentos del cDNA sintetizado.

La elaboracién de las librerias de cDNA es un paso critico, puesto que el RNA es una
molécula de gran labilidad, y las RNAsas enzimas muy estables. Es importante cuantificar y validar

la calidad del cDNA previo a la secuenciacion.

En nuestro caso, la elaboracion de las librerias se realizé en la Universidad de Carolina del

Norte, con el lllumina TruSeqRiboGold Kit, siguiendo los pasos indicados por el proveedor.

3.4.1.2. Secuenciacion:

Esta libreria de cDNA se secuencid a continuacién en la plataforma lllumina HiSeq2500 con una

configuracion de 48x7x48 pares de bases.

3.4.1.3. Alineamiento con genoma de referencia y cuantificacion:

Las lecturas generadas por el RNAseq tienen que ser alineadas o mapeadas a un genoma

de referencia, con el fin de identificar la posicidn original de cada lectura con respecto a la
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referencia. Esto permite ademas cuantificar las lecturas alineadas en cada posicion, lo que

permitira de forma posterior la comparacién de la expresién génica entre diferentes muestras.

Sin embargo, un porcentaje de lecturas no podran alinearse con el genoma, debido a errores en

el ensamblaje, presencia de secuencias repetidas, errores en la secuenciacidn o polimorfismos.

Con los resultados de alineamiento (coordenadas de cada elemento con su cuantificacidn) se

crean las BAMfiles.

Nuestras muestras se alinearon con la versién GRCh37 del genoma humano, con MapSplice HG

v2.2.1y se hizo la cuantificacién con RSEM v1.3.0.

3.4.2. Analisis de RNAseq.

3.4.2.1. Retirada de los genes con bajo numero de cuentas.

Tras cuantificacion de los niveles de expresion de cada uno de los genes, se procede a la
retirada del analisis de los genes con bajo numero de lecturas (menos de 10) en > 75 % de las
muestras, separando por respuesta o no respuesta. Con la funcién voom() incluida dentro del
paquete “limma”, se permite analizar el nimero medio de copias del gen por RNAseq, al
transformar el nimero de transcritos hacia una variable en base logaritmica de las cuentas por
millon (base log2) y estimando la relacion entre media y varianza. La distribucion esperable en
una muestra de alta calidad seria obtener un alto nimero de genes con bajo nimero de copias,

con un descenso progresivo de aquellos con mayor nivel de expresion (149).
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3.4.2.2. Andlisis de expresién diferencial.

Una vez retirados del andlisis los genes con un bajo nimero de lecturas, realizamos los

andlisis de expresién diferencial con el paquete de R limma (150).

Este paquete nos va a ofrecer para cada gen analizado su “fold change” en escala
logaritmica, la expresién media, y el p-valor asociado, bruto y ajustado por el método de
correccion de test multiple de Benjamini y Hochberg. Se establecié una “false discovery rate”
(FDR) de < 0,05 para considerar un gen diferencialmente expresado de forma estadisticamente

significativa.

Se elaboraron gréficas de tipo “volcano plots”, que representan el p-valor ajustado frente
al fold-change, en el eje de las abscisas y ordenadas respectivamente. Son una manera rapida y

visual de objetivar la expresion diferencial de los genes.

Se construyeron asimismo “heatmaps” con la funciéon hclust() del paquete de R heatmap3

y ggplot2, con el fin de agrupar muestras en funcién de su patrén de expresién génica.

3.4.2.3. Andlisis de vias génicas:

Por ultimo, el andlisis de grupos de genes predefinidos de acuerdo a su funcionalidad
(“gene set analysis”) se realizd con las funciones camera () y mroast () dentro del paquete limma,
utilizando las listas de genes de las bases de datos KEGG y Biocarta, obtenidas de MSigDB (151).

Sélo se tuvieron en cuenta los grupos de genes con un FDR < 0,05 detectadas por ambos métodos.
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El analisis de vias génicas supone una herramienta mas robusta que el anadlisis de genes

individuales.

3.4.2.4. Determinacion del PAM50 por RNAseq:

Determinamos asimismo el subtipo intrinseco por PAM50 a partir de los datos de

expresion de los 50 genes de interés por el RNAseq.

Para ello, utilizamos un cédigo de R desarrollado por la Universidad de Carolina del Norte.
Dado que se trataba de una muestra formada por tumores TN exclusivamente, se procedié a la
normalizacién de nuestra matriz dentro de una base de datos con una poblacion de CM mads
heterogénea. Esta matriz incluia todos los subtipos IHQ, en una proporcidn similar a la matriz

utilizada para la identificacidn inicial de los subtipos intrinsecos por PAM50.

3.4.2.5. Determinacién del TNBCtype (Lehmann):

Para la determinacion de los subtipos moleculares definidos por Lehmann et al, cargamos

nuestra matriz normalizada de RSEM a la plataforma online: http://cbc.mc.vanderbilt.edu/tnbc

(49,50).
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En un primer paso, la herramienta del TNBCtype aplica un filtro que identifica las muestras
con una alta expresion de ESR1 y las retira del andlisis, con el fin de evitar sesgos en la

clasificacion.

La determinacion del subtipo molecular se hace en base al calculo de la distancia a cada uno de
los 4 centroides (BL1, BL2, M y LAR), asignandose el subtipo al centroide a una menor distancia.
Aquellos con baja correlacion o con dos centroides equidistantes se consideran como inestables
(UNS). Debido al cambio en la simplificacion molecular de 6 a 4 subtipos, la asignacion de los
tumores inicialmente clasificados como IM o MSL se hizo al siguiente centroide con una mayor

correlacion (48).

3.5. ANALISIS DE DNA GERMINAL:

Por ultimo, se realizé el analisis mutacional de 7 genes implicados en los mecanismos de
reparacion homodloga (BRCA1, BRCA2, PALB2, RAD50, RAD51C, RAD51D) para evaluar su
asociacion a la respuesta al tratamiento, mediante “targeted next-generation sequencing”. La
secuencia diana es capturada y enriquecida usando el SureSelect system (Agilent Technologies),
y se procede a continuacién a su amplificacidon clonal y secuenciacién "paired-end" en la
plataforma lllumina MySeq (Illumina, San Diego, EEUU). Los analisis gendmicos y bioinformaticos

se realizaron en los laboratorios de Sistemas Gendmicos (Valencia, Espaiia).

Las lecturas obtenidas se alinearon frente al genoma de referencia version GRCh37/hg19. La

Ill

determinacion de las variantes se realizd en base a la aplicacion del “pipeline” de analisis de
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GATK, en combinacion con VarScan vy la base de datos Ensembl para su anotacion. La validacién
por técnica Sanger de mutaciones clinicamente relevantes o de significado incierto permitieron
analizar las variables filtradas, priorizando las variables previamente descritas como patogénicas
en la literatura, las mutaciones con frecuencias alélicas menor al 1% y consecuencias perjudiciales

de dichas variantes.

Las variantes de significado desconocido (VSD) se analizaron con el software Alamut para
estudios predictivos; SIFT, PolyPhen y Condel se usaron para las variantes missense; y MaxEnt,

NNSPLICE, HSF para las variantes de “splicing”.

Las deleciones y duplicaciones de los genes BRCA1 y BRCA2 se detectaron mediante

"multiplex ligation-dependent probe amplification" (MLPA).

Los datos de cuantificacién, analisis y resultados se obtuvieron por el analizador genético ABI 37

0x1 (Life Technologies, Thermo Fisher Inc.) y software Coffalyser.net.

Los resultados se reportaron como:

- positivo, si una o mas mutaciones patogénicas o variantes probablemente patogénicas se

detectaron.

- negativo, en el caso de no detectarse variantes clinicamente relevantes (incluyendo pacientes
sin mutaciones detectadas, o aquellas con mutaciones no patogénicas o probablemente no

patogénicas con una frecuencia <1%)

- inconcluyente (VSD) si Unicamente se detectaron variantes de significado incierto.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO:

3.6.1. Seleccion de variables:

Variables clinico-patoldgicas:

- Tamafio tumoral medido por RM, como variable continua y categdrica segun el estadiaje de la

AJCC 72 edicién (143).

- Afectacidn ganglionar basal, evaluado como variable dicotémica: si/no.

- Grado histoldgico de Nottingham, G3 frente al G1-2.

- indice proliferativo Ki67 por IHQ como variable continua y como variable dicotémica

(£50%/>50%), seguin el punto de corte establecido en el estudio de Alba et al (124).

- Historia familiar: variable dicotémica (positiva/negativa), definiéndose la historia familiar

positiva siguiendo los criterios utilizados en el analisis del GEPARSIXTO (152):

e Al menos tres mujeres con cancer de mama independientemente de la edad.

e Al menos dos mujeres con cancer de mama, una de ellas <51 afos.

e Al menos una mujer con cancer de mama y una mujer con cancer de ovario.

e Al menos una mujer con cancer de mama y ovario.

e Al menos dos mujeres con cancer de ovario.

e Al menos una mujer con cancer de mama bilateral, el primero a edad <51 afios.

e Al menos una mujer con cancer de mama a edad <36 anos.
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e Al menos un hombre con cancer de mama y un pariente adicional con cadncer de mama u

ovario.

- Edad al diagndéstico, como variable continua, y como variable dicotémica: <50 o >50 afios.

Para la realizacién de los andlisis multivariantes se incluyeron aquellas variables con una
asociacion estadisticamente significativa con la respuesta en los andlisis univariantes, asi como

aquellas consideradas importantes a nivel clinico.

3.6.2. Escenarios de comparacion:

Los analisis de este estudio se llevaron a cabo en varios escenarios, definidos como:

e R1: pCR frente a enfermedad residual (RD) en la muestra global.
e R2: pCR+RCB-I frente a RCB-Il y RCB-Ill en la muestra global.
e R3:pCR frente a RD en tumores basal-like por PAMS50.

e R4: pCR+RCB-I frente a RCB-Il y RCB-Ill en tumores basal-like por PAM50.

3.6.3. Andlisis estadistico:

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo en R studio v3.2.1.
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La asociacién de variables categoricas a la respuesta a quimioterapia se realizé mediante
el test de la Chi cuadrado de Pearson o el test exacto de Fisher segln las caracteristicas de cada

comparacion.

Los analisis de asociacidn de las variables continuas a la respuesta se realizaron mediante
regresion logistica simple y se evalud la capacidad predictiva con las curvas "receiver operating
characteristic" (curvas ROC), que representan una medida global de la exactitud de la prueba
para el conjunto de todos los posibles puntos de corte. El drea bajo la curva (AUC) ROC representa
la medida de exactitud global de la variable, siendo 1 una capacidad diagndstica perfecta y 0,5
una prueba sin poder diagndstico. La construccidn de curvas ROC se realizé con el pROC de R
(http://expasy.org/tools/pROC/). La comparacién de medias no paramétricas se realizé con el
test de Kruskal-Wallis. Las graficas se construyeron en R studio, Excel, y fueron modificadas en

Inkspace.

3.6.4. Construccion de modelos predictivos de respuesta:

Construimos a continuacion modelos de prediccion de respuesta con las variables de
interés, determinando su capacidad predictiva por el AUC de sus curvas ROC. Para ello utilizamos
los paquetes de R doParallel, foreach y pROC. A partir de regresiones logisticas multiples con
variables de interés, se dividio la muestra en grupos aleatorios de pacientes estratificando por la
variable respuesta, y se procedid a aplicar el modelo predictivo de forma repetida (x1000 veces)

en las cohortes realizadas al azar. Por ultimo, se calculé la mediana del AUC de todas las muestras.
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4.1. CARACTERISTICAS BASALES DE LA MUESTRA:

4.1.1. Caracteristicas basales de las pacientes:

Entre 2010 y 2015 se incluyeron N=121 N =94
Edad
121 pacientes en la cohorte test del | Media (rango) 51,4 (28-80) 51,6 (28-78)
IC 95% 26,5-76,2 26,2-77,0
estudio NCT  01560663. Las Raza, .
Caucasica 96,7% 95,7%
Asiaticas 1,7% 2,2%
caracteristicas basales se encuentran | jispanas 1,7% 2,2%
ESTADO MENSTRUAL
detalladas en la tabla 4. La media de | Premenopausica 58 (47,9%) 43 (45,7%)
Postmenopausica 61 (50,4%) 49 (52,1%)
. Tamafio tumoral (mm)
edad de las pacientes fue de 51,4 Media (rango) 53,6 (9-180) 53,3 (12-180)
Mediana 41 42
anos, un 45,5% eran | Multicéntrico 20 (16,5%) 20 (21,3%)
DISTRIBUCION T
premenopausicas y la mayoria eran Tl 4 (3,3%) 4 (4,3%)
T2 66 (54,5%) 49 (52,1%)
T3 23 (19,0%) 20 (21,3%)
de raza caucdsica. La mediana de | 14 27 (22,3%) 21 (22,3%)
AFECTACION AXILAR
tamafio tumoral medido por RM era | NO 43 (35,5%) 29 (30,9%)
N+ 78 (64,5%) 65 (69,1%)
0, 0,
de 41 mmyun 64,5% de las pacientes :; i; ggg,ﬁ; ﬁ 801;,2)
N3 11 (9,1%) 7 (7,4%)
tenian afectacién ganglionar. Un | ESTADIO TNM
I 1(0,8%) 1(1,1%)
54,5% y un 44,6% de las pacientes I 66 (54,5%) 49 (52,1%)
1] 54 (44,6%) 44 (46,8%)
K167
presentaban estadios Il y Il al | media(rango) 62,9% (3-100)  63,7% (3-100)
Mediana 70% 70%
diagndstico, respectivamente. <50% ) 38(31,4%) 35(37,2%)
GRADO HISTOLOGICO
G1 2 (1,7%) 2 (2,1%)
Todos los tumores eran TN segun G2 29 (24,0%) 20 (21,3%)
G3 87 (71,9%) 70 (74,5%)
NA 3(2,5%) 2 (2,1%)
la definicién de las ASCO/CAP, con | Historia familiar 25 (20,7%) 20 (21,3%)

Tabla 4. Caracteristicas basales de la muestra

expresion de RE y RP <1%, negatividad para la sobreexpresion HER2. La mayoria de los tumores

eran de alto grado (71,9% de G3) y la mediana del indice proliferativo por Ki67 se situé en 70%.
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En un 33,9% de las pacientes se realizd biopsia selectiva del ganglio centinela pre-
guimioterapia (BSGC), siendo positiva para afectacion ganglionar en un 17,1% de los casos. En un

8,3% adicional se realizé BSGC post-quimioterapia, resultando positiva en 20% de ellas.

4.1.2. Caracteristicas del tratamiento recibido:

El 95% de las pacientes (115/121) recibieron TCb como Unico tratamiento neoadyuvante, de
las cuales 84,1% completaron los 6 ciclos planeados, mientras que el 10% restante interrumpid
el tratamiento de forma temprana. La interrupcion del tratamiento se debié en un 5% de los
casos a toxicidad limitante de dosis, en un 3,3% a progresion de la enfermedad y en 1,6% a
decisién de la paciente. El 5% restante inicié tratamiento con TCb (3 a 5 ciclos) con un cambio
posterior de esquema terapéutico a combinaciones con gemcitabina, bevacizumab o

antraciclinas por progresién de la enfermedad.

Las pacientes a quienes se les retird el tratamiento por toxicidad se consideraron no
evaluables para los analisis moleculares, mientras que las que recibieron tratamientos
neoadyuvantes complementarios por progresion de la enfermedad se incluyeron en el andlisis y

se consideraron como enfermedad residual extensa (RCB-III).

Un 33,1% de las pacientes presentaron una toxicidad G3-4 durante el tratamiento
neoadyuvante, siendo las mas frecuentes la neutropenia (15,7% de neutropenia G3-4 con 5,8%

de neutropenia febril), trombopenia (5,8%), emesis (4,1%), diarrea (2,5%) y anemia (2,5%)
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La cirugia se llevo a cabo en un 95,9% de las pacientes, no realizandose en 3 pacientes por
progresion de la enfermedad (consideradas como RCB-III en el andlisis) y 2 por pérdidas en el
seguimiento (NA). En un 50,4% de las pacientes se realizd cirugia conservadora y en el 45,5%
restante mastectomia. Se realizd linfadenectomia en un 72,7% de las pacientes. Un 87,3% de las

pacientes recibieron radioterapia adyuvante posterior.

4.1.3. Respuesta a la quimioterapia.

La distribucién de respuesta se encuentra detallada en la tabla 5. Se alcanzé la pCR en el
47,1% y un 10,7% adicional lograron una RCB-I. Se produjo la conversion de la afectacion axilar

en un 66,2% de las pacientes con afectacién axilar de inicio.

Tabla 5. Respuesta al tratamiento

N =121 N =94
pCR 57 (47,1%) 42 (44,7%)
pCR+RCB-| 70 (57,9%) 53 (56,4%)
RCB-III 15 (12,4%) 12 (12,8%)
NA 2(1,7%) 0

Respuesta al tratamiento

N=121 N=94
2% 0%

m pCR
RCB-I
RCB-II

= RCB-III

m NA

Figura 5. Respuesta al tratamiento
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4.1.4. Muestra final para analisis moleculares:

De las 121 pacientes incluidas en la cohorte de
Cohorte 1 Carboplatino- .
. . .. . . Docetaxel
tratamiento, se dispuso de tejido suficiente para la RGTG1S6H6E3
N=121 pacientes
. . s . . ’ . Muestra insuficiente/no-
realizacion de subtipo intrinseco por Nanostring vy srializable
Tejido disponible para N=46
. PAMSON tring.
RNAseq en 97 de ellas, teniendo datos de respuesta en e
Muestra insuficiente
. . . . T N=7
95. Una paciente adicional fue retirada del analisis al e S—— "
N=98
recibir un dnico ciclo de TCb por toxicidad. La muestra e
RNAseq disponible
. T N=97
global para la que se realizaron los analisis de
No datos de respuesta
N=2
biomarcadores fue de 94 pacientes (figura 6). REspiEsE NG evaliatiE
N=1
ESTUDIOS MOLECULARES
s e N=94
Las caracteristicas basales de la muestra para el

andlisis de biomarcadores no presentaban diferencias Figura 6. Diagrama de flujo de las pacientes
disponibles para estudios moleculares.

significativas con respecto a la muestra de partida

(tabla 4).

De estas 94 pacientes, en 5 de ellas se produjo una progresion de la enfermedad durante el
tratamiento neoadyuvante con TCb y se cambié de esquema terapéutico. Estas pacientes se

incluyeron en el analisis y fueron consideradas como enfermedad residual extensa (RCB-IlI).
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4.2. PREDICCION DE RESPUESTA CON FACTORES HISTOPATOLOGICOS:

4.2.1. Andlisis univariantes:

En primer lugar, analizamos la asociacion a la respuesta de las variables histopatoldgicas,
tanto comparando pCR frente a RD (escenario R1) como buena respuesta patolégica (pCR+RCB-

I) frente a RCB-II+RCB-Ill (escenario R2). Resumen en tabla 6y 7.

El tamafo tumoral y afectacién ganglionar no demostraron una asociacion estadisticamente
significativa con la respuesta. Al analizar las pacientes con buena respuesta patoldgica (R2) si se
objetivd una asociacion estadisticamente significativa entre un menor tamafio tumoral y una
mayor respuesta al tratamiento. El grado histolégico, edad al diagndstico (continua y dicotdmica)
e historia familiar no mostraron una asociacién estadisticamente significativa con la respuesta a

la quimioterapia en ninguno de los dos escenarios.

El indice proliferativo medido por Ki67 fue el Unico factor asociado de forma estadisticamente
significativa a la respuesta, tanto como variable continua como variable dicotédmica
(£50%/>50%). Al comparar las pacientes con Ki67 <50% y >50%, se objetivd un incremento
significativo en la tasa de pCR en aquellas con mayor indice proliferativo, 25,7% y 55,9%
respectivamente (p=0,008). La capacidad predictiva del Ki67 medida por el AUC de las curvas ROC
fue de 0,691 y 0,623 para R1 y R2 respectivamente. La media del Ki67 entre las pacientes
respondedoras y no respondedoras fue de 71,7% vs 56,1% respectivamente (p<0,01) para R1, y

67,3 vs 57,6% para R2 respectivamente (p 0,07).
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Tabla 6. Respuesta en funcidn de factores histopatolégicos.

N R1 (pCR) P R2 (pCR + RCB-I) P
Tamaiio tumoral
Tl 4 50,0% 0,15 50,0% 0,12
T2 49 53,1% 67,4%
T3 20 45,0% 50,0%
T4 21 23,8% 38,1%
Afectacion ganglionar
NO 29 51,7% 0,49 65,5% 0,33
N+ 65 41,5% 52,3%
Grado histoldgico
G1-2 22 45,5% 1,00 68,2% 0,31
G3 70 44,3% 52,9%
indice proliferativo (Ki67)
KI67<50% 35 25,7% 0,008 42,9% 0,07
K167>50% 59 55,9% 64,4%
Edad al diagndstico
<50 afos 45 51,1% 0,32 60,0% 0,64
>50 afos 49 38,8% 53,1%
Historia familiar
Historia familiar + 20 40,0% 0,87 65,0% 0,50
Historia familiar - 53 45,2% 53,4%

Tabla 7. Resumen de asociacidn de variables a respuesta
R1 R2
Tamafio tumoral (variable continua) NO Si
Tamafo tumoral (variable categérica) | NO NO
Afectacion ganglionar (si/no) NO NO
Grado histolégico (G3 vs resto) NO NO
Ki67 (variable continua) Si Limite
Ki67 (variable dicotdmica: <50/>50) Si Limite
Edad al diagndstico  (variable | NO NO
continua)
Edad (variable dicotdmica: <50/>50) NO NO
Historia familiar NO NO

NO: no asociacién estadisticamente significativa con la respuesta, Si: asociacién estadisticamente significativa con la respuesta
(p<0,05). Limite: p=0,05-0,10.

Los andlisis de asociacidén entre TP53 y respuesta a quimioterapia no se llevaron a cabo por un

alto numero de datos no disponibles en esta seccion (34/94, 36,2%).
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4.2.2. Andlisis multivariantes:

Se realizaron posteriormente los andlisis multivariantes incluyendo las variables
histopatoldgicas, evidenciando que para el escenario R1, Unicamente el ki67, tanto como variable
continua (p=0,003) como categdrica (p=0,006), se asociaba de forma significativa a la respuesta

a la quimioterapia.

Al considerar pCR y RCB1 (escenario R2), un menor tamafo tumoral y un mayor indice
proliferativo como variable dicotdmica se relacionaron de forma significativa a la respuesta
(tamafio tumoral, p=0,04) y (ki67, p=0,03). Al considerar el ki67 como variable continua, sélo éste

se asocid a la respuesta al tratamiento (p=0,04 para ki67 y p=0,06 para tamafio tumoral).

4.2.3. Modelos de prediccion de respuesta con variables histopatoldgicas:

Construimos un modelo de prediccidn de respuesta teniendo en cuenta el tamafio tumoral como
variable continua, la afectacidn ganglionar (si/no) y el ki67 como variable dicotémica, obteniendo

una capacidad predictiva (AUC) mediana de 0,642 para el escenario R1.

Para el escenario R2 obtenemos un modelo con estas variables con una capacidad predictiva AUC

0,649.

95



RESULTADOS

4.3. PREDICCION DE RESPUESTA CON PAMS50:

4.3.1. Distribucion de subtipos intrinsecos y claudin-low:

En primer lugar, analizamos la distribucién
de subtipos intrinsecos por PAM50 en nuestra
muestra, utilizando la plataforma Nanostring
nCounter. La mayoria de nuestras pacientes
se clasificaron como basal-like (BL), con la
siguiente distribucién: 83,0% basal-like,
12,8% HER2E, 1,1% luminal B y 3,20% de

normal-like. Figura 2.

Sélo una paciente (1,1%) se clasificé como

Distribucion subtipo intrinseco

1%3

%

MW Basal HER2E LumB Normal

Figura 7. Distribucidn de subtipo intrinseco por PAM50
(Nanostring nCounter) en la muestra del estudio (n=94)

claudin-low tras aplicar el PAM110, por lo que no se realizaron mas analisis sobre este subgrupo.

A continuacién, comparamos las caracteristicas basales e histopatoldgicas de los tumores BL

frente a aquellos no-BL (detalladas en tabla 5). Las pacientes con tumores BL presentaban una

media de edad significativamente menor que las pacientes no-BL (49,9 vs 60,1 afios, p=0,006) y

en consecuencia un mayor porcentaje de mujeres pre-menopausicas (50,6% vs 18,8%, p=0,015).

En cuanto a las caracteristicas tumorales, no se objetivaron diferencias en el tamafio tumoral,

afectaciéon ganglionar ni grado histolégico. Sin embargo, los tumores BL si exhibieron un mayor

Ki67 medio (68,4% vs 37,9%, p <0,001).
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Tabla 8. Comparacion de variables clinico-patolégicos entre tumores BL y no-BL

Edad

Estado menstrual
Premenopausicas
Postmenopdusicas

Tamafio tumoral por rm

(mm)

Afectacion ganglionar

Ki67 (media)

G3

Basal-like (n=78)

49,9

50,6%
46,2%
54,0

69,2%
68,4
75,6%

No basal-like (n=16)
60,1

18,8%
81,2%
49,9

68,8%
37,9
68,8%

0,006
0,015

0,78

1,00

<0,001
0,52

4.3.2. Asociacion de subtipos intrinsecos a la respuesta:

Posteriormente, evaluamos el objetivo primario de nuestro estudio, analizando la capacidad

predictiva de respuesta a neoadyuvancia del subtipo intrinseco basal-like frente al resto.

Objetivamos diferencias estadisticamente significativas en la respuesta segun el subtipo

intrinseco, obteniendo la siguiente distribucién: pCR 51,3%, RCB-I 10,3%, RCB-1l 29,5% y RCB-IlI

9,0% para las pacientes BL, y 12,5% de pCR, 18,8% RCB-I, 37,5% RCB-1l y 31,3% RCB-Ill para las

pacientes no-BL respectivamente (p=0,007). Estos resultados se encuentran detallados en la

tabla 9 y representados en la figura 8.

Tabla 9. Distribucién de respuesta segun subtipo intrinseco

PCR
RCB-I
RCB-II
RCB-III

Basal-like (n=78)

51,3%
10,3%
29,5%
9,0%

No basal-like (n=16)
12.5%
18.8%
37.5%
31.3%

P
0.007
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RCB Symmans segun subtipo intrinseco

M Basal No-basal

100%
80%

60% 51.30%

. 37.50%
40% 29.50% 31.30%
. 18.80%
20% 12.50% 10.30% 9.00%
0% - -
pCR RCB-I RCB-II RCB-III

Figura 8. Symmans RCB segun subtipo intrinseco

Los tumores basal-like alcanzaron una pCR significativamente mayor que los no basal-like,
51,3%, frente al 12,5%, respectivamente (OR=7,23; IC 95% 1,51-69,9; p=0,005). Figura 9. Al
considerar de forma conjunta las pacientes con pCR y enfermedad residual minima (pCR y RCB-
), se alcanzdé una buena respuesta patoldgica en el 61,5% frente al 31,3% de las pacientes basales
y no-basales respectivamente, en el limite de la significacion estadistica (p=0,050). Por el
contrario, el porcentaje de pacientes con enfermedad residual extensa (RCB-lll) fue
significativamente mayor en las pacientes no-basales frente a las basales: 31,3% vs 9,0%

respectivamente, p=0,03.

Esta mejor respuesta de los tumores BL se traduce en un enriquecimiento de tumores BL

entre las pacientes respondedoras (95,2%) frente a las no respondedoras (73,1%).
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100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

RCB Symmans en funcion del subtipo

9.00%

29.50%

37.50%

12.50%

Basal No-basal

mpCR mRCB-I RCB-II mRCB-llI

Figura 9. Distribucion de RCB en funcidn del subtipo

4.3.3. Asociacion de ROR y PS a la respuesta a quimioterapia:

Posteriormente, evaluamos la capacidad predictiva de respuesta del risk of recurrence (ROR)

Y proliferation score (PS) determinados por el PAMS50, tanto en la muestra global como en las

pacientes BL por separado, teniendo en cuenta los 2 escenarios de respuesta, pCR frente a

enfermedad residual, y pCR y RCB-| frente a RCB-Il y RCB-IlI.

En la muestra global de pacientes, un mayor ROR mostré una tendencia a una mayor

respuesta a la quimioterapia, en el limite de la significacidn estadistica (p=0,053). El ROR medio

de las pacientes que alcanzaron la pCR fue de 68,92, frente a 63,26 en las pacientes con

enfermedad residual. Sin embargo, al analizar los tumores basal-like por separado, el ROR no se

asocié de forma significativa a la respuesta a quimioterapia en ninguno de los dos escenarios de
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respuesta (p=0,51). La capacidad predictiva medida por curvas ROC en la poblacion general es

limitada, con un AUC de 0,564 (R1).

El "proliferation score" (PS), derivado de la expresién génica de 11 genes, por su parte,
presentd una asociacion positiva estadisticamente significativa con la respuesta a la
guimioterapia (p=0,034). Al considerar pCR y RCB-I de forma conjunta (R2), se objetivd esta
misma tendencia a mayor PS mayor respuesta, sin alcanzar la significacion estadistica (p=0,11).
De la misma manera que con el ROR, en los tumores basal-like por separado, el PS no demostré
una asociacién estadistica significativa en ninguno de los dos escenarios. La capacidad predictiva

de pCR medida por curvas ROC fue asimismo limitada, con un AUC de 0,577 (R1).

4.3.4. Asociacion a los centroides y respuesta a la quimioterapia:

La correlacion al centroide basal presentd una asociacion positiva estadisticamente
significativa con la respuesta a la quimioterapia (p=0,005 y p=0,008 para R1 y R2

respectivamente).

Al contrario, se objetivé una correlacion negativa estadisticamente significativa entre el
centroide luminal A y la respuesta a QT, en los dos escenarios dentro de la muestra global
(p=0,013 y p=0,036 para R1 y R2). La capacidad predictiva global de la firma basal logré un AUC

de 0,619y la luminal A un AUC de 0,594

Aligual que lo objetivado previamente, al analizar los tumores BL por separado, no se objetivd

una correlacion entre los centroides BLy LumA y la respuesta, tanto para R3 como R4.
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La distancia al resto de centroides (Luminal B, Normal-like y HER2) no demostrd por el
contrario asociacién con la respuesta a la quimioterapia, ya fuera en la muestra global como para

los tumores basal-like.

Tabla 10. Resumen del valor predictivo de los centroides
Muestra global (n=94) Basal-like (n=78)
PCR vs RD (R1) PCR y RCB-I vs RCB- pCR vs RD (R3) pPCR y RCB-I vs RCB-
Il'y RCB-III (R2) Il y RCB-1II (R4)
PAMS50 BL vs no-BL Si LIMITE - -
ROR (variable LIMITE NO NO NO
continua)
PS (variable continua) | Si NO NO NO
Centroide basal | Si Si NO NO
(variable continua)
Centroide LumA | Si S NO NO
(variable continua)

NO: no asociacién estadisticamente significativa con la respuesta, Si: asociacién estadisticamente significativa con la respuesta
(p<0,05). Limite: p=0,05-0,10.

AUC ROC ROR AUC ROC Proliferation score
~9 4 _ o |
x® e
23 23
= =
2 2 3
(] [
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AUC=0593 AUC=0589
o o
T T T T T T T T T T
150 100 50 0 -50 150 100 50 0 -50
Specificity (%) Specificity (%)
AUC ROC centroide basal AUC ROC centroide LumA
—~ 2 —~9
o\° 0 c\c [ee]
Zz 8 1 28
= =
7S 2 T
[) [0}
0 o | 0 o |
N N
AUC=0.631 AUC=0.636
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Specificity (%) Specificity (%)

Figura 10. Curvas ROC para la prediccion de respuesta con el ROR, PS, centroide basal y luminal A
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4.3.5. Andlisis multivariantes:

Realizamos posteriormente el analisis multivariante incluyendo los factores histopatolégicos
previamente descritos (T-variable continua, N-dicotémica, Ki67-variable dicotémica) y el subtipo

intrinseco como variable dicotémica (BL vs no-BL).

El subtipo intrinseco por PAMS50 fue el Unico factor que se asocié de manera independiente
a la respuesta a la quimioterapia (p=0,04), mientras que el Ki67 se quedo en el limite de la
significacidon estadistica (p=0,053). Al considerar la pCR y RCB-I en conjunto, el tamafio tumoral
fue el Unico factor independiente asociado a la respuesta, quedando el subtipo intrinseco en el

limite de la significacién (p=0,076).

Al considerar los centroides con los factores histopatolégicos, sdlo el centroide basal se
mantuvo estadisticamente asociado a la respuesta a la quimioterapia (p=0,024), quedandose el
luminal A en el limite de la significacidn (p=0,069). Por el contrario, el PS y ROR no resultaron

significativos en los analisis multivariantes.

Para el escenario R2, la proximidad al centroide basal se asocié de forma significativa a una
mejor respuesta al tratamiento (p=0,02). Al contrario, la cercania al centroide luminal A se asocié

a una tendencia a una peor respuesta al tratamiento, en el limite de la significacion (p=0,068).

4.3.6. Construccion de modelos predictivos de respuesta:

Al igual que se realizd con los factores histopatoldgicos, construimos a continuacién modelos de

prediccidn de respuesta incluyendo distintas variables. Como vemos en la tabla 11, el modelo
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que incluyé el subtipo intrinseco, tamafio tumoral como variable continua y Ki67 como variable
dicotémica, fue el que se asocidé a una mejor capacidad predictiva de respuesta, con un AUC de
0,692. La incorporacién del subtipo intrinseco a los modelos incrementa la capacidad predictiva

de forma notable, ya que con factores histopatolégicos logramos una capacidad predictiva global

del 0,642.

Tabla 11. Modelos de prediccion de respuesta

VARIABLES INCLUIDAS AUCR1 AUC R2
KI67.50 + NDIC+T 0,642 0,653
SI+NDIC+T 0,654 0,683
SI + TCONT + N + KI17.50 0,664 0,663
Sl + TCONT + KI67.50 0,692 0,690
CENTROIDE BASAL + T + KI67.50 0,678 0,693
CENTROIDE BASAL + N DIC + T + KI67.50 0,654 0,675
CENTROIDE LUMA + T + KI67.50 0,679 0,679
CENTROIDE LUMA + N DIC+ T+ KI67 0,656 0,658

* T: variable continua, N dicotdmica (si/no) y ki67 como variable dicotomica (cutoff de 50%), SI: subtipo intrinseco
(BL vs no-BL). R1: pCR frente a enfermedad residual. R2: pCR+RCB-I frente a RCB-Il y RCB-III.

4.3.7. Prediccidon de quimio-resistencia:

Por ultimo, debido al mal prondstico que caracteriza a las pacientes con enfermedad residual
extensa (RCB-Ill), decidimos analizar a continuacidon el valor predictivo de los factores

histopatoldgicos y del subtipo intrinseco en la prediccién de la refractariedad al tratamiento.

En resumen, objetivamos lo siguiente:

e Asociacion entre mayor tamafio tumoral y obtencién de RCB-lll en el limite de la
significaciéon (p=0,056)
e Asociacion estadisticamente significativa entre afectaciéon ganglionar positiva y RCB-IlI,

con un 0,0% de RCB-IIl entre las pacientes NO, frente a un 18,5% en las N+ (p=0,016).
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e ElKi67, tanto como variable continua como variable dicotémica, no presentd asociaciéon
con la RCB-IIl. Entre las pacientes con un Ki67 <50, un 17,1% presentaron RCB-IlI, frente
al 10,2% de aquellas con ki67>50 (p=0,35).

e El subtipo intrinseco por PAM50 (BL vs no-BL) se asocié de forma significativa a RCB-III,
con un 10,1% de RCB-Ill entre las pacientes basales, frente a un 31,3% en las no-basales
(p=0,03).

e La asociacién al centroide basal se asocié de forma inversa a la enfermedad residual
extensa (p=0,013). No se objetivé por el contrario asociacién entre el ROR, PS y centroide
luminal Ay RCB-III.

e En los andlisis multivariantes con factores histopatoldgicos, ningun factor mostré una
asociacion significativa con la enfermedad residual extensa. Al introducir el subtipo
intrinseco por PAMS50, el no ser basal se asocié de forma significativa a la obtencion de

una RCB-Ill (p=0,025).

Por tanto, el subtipo intrinseco basal y la distancia al centroide basal fueron los Unicos
factores asociados de forma significativa a presentar una RCB-lll tras el tratamiento

neoadyuvante con TCb.

No es posible construir los modelos de prediccidn de respuesta de quimiorresistencia debido al

bajo numero de pacientes (n=12).
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4.4. ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL POR RNAseq:

Los analisis de RNAseq se realizaron para 4 escenarios distintos:

R1: pCR vs no-pCR en la muestra global

R2: pCR+RCB-I vs RCB-Il'y RCB-III.

R3: pCR vs no-pCR en tumores basal-like

R4: pCR+RCB-I vs RCB-1l y RCB-Ill en tumores basal-like.

4.4.1. Tratamiento inicial de los genes:

Genes analizados.

A priori se consideraron un total de 20531 genes para el andlisis. En un primer momento se
retiraron del andlisis los genes con un bajo nimero de copias con la funcidn trim(), retirando del

analisis aquellos genes con menos de 10 cuentas en mas del 75% de los pacientes.

De los 20531 genes inicialmente considerados, quedaron para el andlisis:

R1: 16975 genes analizables.

R2: 17018 genes analizables.

R3: 17100 genes analizables.

R4: 17115 genes analizables.
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Figura 11. Graficas MDS de dispersion para R1

Voom mean-variance trend.

El andlisis de “voom mean-variance

voom: Mean-variance trend

trend” realizado para evaluar de
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forma global el nimero de lecturas

por gen, demuestra la distribucién
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. , Figura 12. Graficas voom de "mean-variance trend"
en cuenta que previamente se habian

eliminado aquellos genes con numero de lecturas bajo. Debido a la superposicidon de nuestros

hallazgos con la linea esperada, no fueron necesarias normalizaciones sucesivas.
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4.4.2. Determinacion del subtipo intrinseco por RNAseq.

Con los datos de expresion génica Subtipos intrinsecos por RNAseq
. ) 4.3% 1.1% . 0.0%
obtenidos del RNAseq, determinamos a

continuacion los subtipos intrinsecos por

PAMS50.

La distribuciéon de subtipos intrinsecos

por RNAseq fue la siguiente: 76,6% BL,

18,1% HER2, 4,3% LumA, 1.1% LumB y = Basal HER2E = LumA mLumB = Normal

. . . ' Figura 13. Distribucion de subtipos intrinsecos por
ningun normal-like (figura 13). RNAseq

4.4.2.1. Concordancia PAM50 Nanostring/RNAseq.

Evaluamos posteriormente la concordancia entre el subtipo intrinseco realizado por la

plataforma nCounter y con los datos de RNAseq.

En la tabla 12 mostramos los la distribucidn y porcentaje comparativo de los subtipos intrinsecos

por ambas técnicas (figura 14).

Tabla 12. Tabla comparativa de distribucidn de subtipos intrinsecos por nanostring y rnaseq.

Nanostring RNAseq
N % N %
BASAL-LIKE 78 83,0% 72 76,6%
HER2E 12 12,8% 17 18,1%
LUMA 0 0,0% 4 4,3%
LUMB 1 1,1% 1 1,1%
NORMAL-LIKE 3 3,20% 0 0,0%
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Figure 14. Subtipos intrinsecos por Nanostring y RNAseq.

De las 94 muestras con subtipado intrinseco con ambas técnicas, se identificaron 10 casos

de discordancia entre el subtipo intrinseco asignado por Nanostring y por RNAseq. El porcentaje

de tumores BL fue menor en el analisis por RNAseq, y al contrario aumenté la proporcién de

HER2E y de Lum A. La totalidad de los normal-like por Nanostring fueron asignados a LumA por

RNAseq (3/10). Un HER2E por Nanostring también se considerd LumA por RNAseq. El resto de los

casos discordantes correspondieron a tumores BL por Nanostring que pasaron a ser considerados

HER2E (6/10). Al analizar estos casos discordantes:

1 paciente fue fallo en la determinacion de PAM50 por RNAseq (maxima proximidad a un

centroide 0,08), por lo que no puede considerarse como discordante.

En 4 pacientes, la asignacion del subtipo se realizdé teniendo los dos centroides mas

cercanos con una distancia <0,10, por lo que no deberian considerarse discordancias.

En los 5 casos restantes, se objetivaron diferencias en la cercania a los centroides,

considerandose por tanto como discordancias reales.
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En consecuencia, aunque inicialmente objetivamos una concordancia en el 89,4% de los casos, al
analizar estos casos discordantes consideramos que en realidad la concordancia se situaria

realmente en torno al 94,6% (88/93).

4.4.2.2. Correlacion por genes:

Analizamos a continuacion la correlacion mediante correlaciéon de Spearman para cada uno de
los genes que conforman el PAM50. 20 (40%) genes presentaban una correlacidon por ambas
plataformas > 90%, 14 entre el 85 y 90%, 7 entre 80-85% (42% entre 80 y 90%), 7 entre 70-80%

y s6lo 2 genes tuvieron una correlacion <70%. (Anexo 3).

4.4.2.3. Correlacion por centroides:

Se analiza la correlacion a cada uno de los

Tabla 13. Correlacion de Nanostring y
i . RNAseq a los centroides

centroides entre PAM50 y RNAseq, obteniendo unos altos St His
BASAL-LIKE CENTROID 0,937

coeficientes de correlacién en todos los casos, con valores | 4er2E-CENTROID 0,961
LUMA CENTROID 0,895

en torno a 0,90 para cada una de las variables analizadas. | LUMB CENTROID 0,937
NORMAL-LIKE CENTROID | 0,953

En la tabla 13 se encuentra detallada la correlacion entre | ROR 0,887
PROLIFERATION SCORE 0,970

las dos plataformas para cada uno de los centroides. En la

figura 15 presentamos una representacién grafica de los analisis de correlacidn.
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Figura 15. Correlacion a los centroides entre Nanostring y RNAseq.

4.4.3. Analisis de expresion diferencial:

Se procedid posteriormente al andlisis de expresion diferencial mediante limma, corrigiendo los

p valor por test multiple con el método de Benjamini y Hochberg (FDR < 0,05).

Se obtuvieron los siguientes resultados:
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e R1:399 genes diferencialmente expresados.
e R2:538 genes diferencialmente expresados.
e R3:0 genes diferencialmente expresados.

e R4: 186 genes diferencialmente expresados.

Estos mismos haIIazgos pueden Volcano plot para R1 Volcano plot para R2

observarse en los “volcano plots”

obtenidos, en los que se objetivan

log10(pval)
-
o
log10(pval)

en rojo aquellos genes con una

expresion diferencial entre las

0 1 2 2 1 0

pacientes respondedoras y no T e " legre
respondedoras, tanto infra como Volcano plot para R3 Volcano plot para R4

sobreexpresion. Como vemos, en

todos los escenarios salvo en R3,

-log10(pval)
-log10(pval)

se objetivan genes 2

diferencialmente expresados.

0 1 2 -2 -1 0
logFC logFC
Significant
* FDR<0.05

Not Sig

Figura 16. "Volcano plots" para los 4 escenarios de respuesta.

4.4.3.1. Expresion diferencial de genes entre pCR vs no-pCR (R1):

En primer lugar, analizamos la expresidon génica diferencial entre las pacientes que

alcanzaron la pCR frente a aquellas con enfermedad residual, para el total de nuestras 94
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pacientes. Se objetiva la expresion diferencial de 399 genes entre pacientes respondedoras y no
respondedoras (FDR <0,05), estando 83 de ellos infraexpresados y 316 sobreexpresados en las

pacientes respondedoras.

A continuacién, presentamos los 10 genes mas diferencialmente expresados:

Tabla 14. 10 genes mas diferencialmente expresados entre pCRy RD
LogFC expresion t P.valor p valor B
media ajustado

HIST1H2AH | 85235 1.042315 4.108809 5.149015 1.35E-06 0.011595 5.09174
RPUSD3|285367 0.606542 4.525051 5.049994 2.04E-06 0.011595 4.725017
HIST1IH2AG| 8969 1.118422 4.578289 5.049496 2.05E-06 0.011595 4.723796
RANGRF|[29098 0.569524 2.677621 4.930219 3.35E-06 0.014223 4.158448
BRPF1|7862 0.579544 5.37769 4.858394 4.49E-06 0.014604 4.001937
GRK6|2870 0.569782 4.919821 4.824241 5.16E-06 0.014604 3.875578
LMLN|89782 -0.64686 4.790345 -4.76312 6.61E-06 0.01602 3.648596
GGA2|23062 0.362711 7.004206 4.718292 7.91E-06 0.01678 3.460105
KCNQ4|9132 1.550006 0.839119 4.664804 9.79E-06 0.016867 2.914587

Entre estos 10 genes con mayor significacion estadistica se identifican genes implicados en la
replicacion del DNA, como genes de histonas (HISTIH2AH y HIST1H2AG), RPUSD3 (RNA
Pseudouridylate Synthase Domain Containing 3), RANGRF (RAN Guanine Nucleotide Release

Factor) y BRPF1 (Bromodomain And PHD Finger Containing 1).

Anadlisis de vias génicas:

Se realizé posteriormente el andlisis de expresién diferencial de vias génicas, con los
criterios previamente mencionados en el apartado de material y métodos (expresién diferencial
tanto por KEGG como Biocarta). En la tabla 2 del Anexo pueden encontrarse las vias

diferencialmente expresadas. Objetivamos que todas las vias halladas se encuentran
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sobreexpresadas en las pacientes respondedoras y que estas vias representan los siguientes

procesos de forma general:

- Vias génicas implicadas en procesos inmunes, con una implicacion de la mayoria de los
mecanismos inmunes: genes de proteinas de la via del complemento, HLA, inmunoglobulinas,

Linfocitos T CD4 y CD8, linfocitos B, granulocitos y citoquinas e interleuquinas

- Vias implicadas en el ciclo celular (ciclinas y factores de transcripcion, genes implicados en la

formacién del huso mitético), replicacion, traduccién y splicing alternativo.

- Sobreexpresion de genes de histonas, con mds de 30 genes sobreexpresados en las pacientes
respondedoras, con componentes de HIST1H1, HIST1H2, HIST1H3, HIST1H4, HIST2H2, HIST2H3 e

HIST2H4.

- Vias implicadas en la recombinacion

homoéloga.

Heatmap:

Se realizd6 asimismo un “heatmap” para
intentar agrupar las muestras en funcién de
su perfil de expresién génica (figura 17).

Aqguellos genes sobreexpresados se

g
g8
28

representan en rojo, mientras que aquellos

Figura 17. Heatmap de expresion génica diferencial entre pCRy

infraexpresados en verde y los neutros en pp
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negro. Aunque se objetivan grupos de genes, estos no segregaban de forma adecuada a las

pacientes respondedoras y no respondedoras (negro: pCR/ rojo: no-pCR).

Andlisis de genes especificos:

Analizamos a continuacion la expresion de determinados genes relevantes, en funcidn de
la respuesta R1 (pCR vs RD). Con respecto a genes implicados en los procesos de reparacién
homodloga expresados a nivel somatico en el tumor, no objetivamos diferencias significativas en
su expresion entre pacientes respondedoras y no-respondedoras (figura 18). En el caso de BRCA1
se objetiva una tendencia a una menor expresion en las pacientes que logran la pCR, sin alcanzar

la significacion estadistica (p=0,076).

BRCA1y pCR BRCA2y pCR
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Figura 18. Expresion diferencial de genes de recombinacion homaéloga.
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Evaluamos a continuacion AR y FOXA1, como genes implicados en la sefializacion de la via

de los andrégenos, encontrando una infraexpresion de FOXA1 en pacientes que alcanzaron la

respuesta patoldgica completa (p=0,03). Figura 19. Para el gen del receptor de andrégenos (AR),

aunque se objetivé una tendencia a la infraexpresidn de este gen en las pacientes con respuesta,

no se alcanzé la significacion estadistica (p=0,12).

8 9

ARy pCR
p=0.12
- [—
prem— 1
T T
14 e
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e
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i p=003

pCR 1
RD 1

Figura 19. Expresion génica diferencial de genes de vias de los andrégenos.

A nivel de genes inmunes, se objetiva una sobreexpresion estadisticamente significativa

de PD1 en pacientes con respuesta completa frente a aquellas sin respuesta. Aunque PDL1, CTLA4

y FOXP3 tenian una tendencia a una sobreexpresién en las pacientes con respuesta, estas

diferencias no alcanzaron la significacion estadistica. Figura 20.
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Figura 20. Expresion diferencial de genes de respuesta inmune.
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4.4.3.2. Expresion diferencial de genes entre pCR y RCB-I frente a RCB-1l y RCB-Ill (R2):

Se realizaron asimismo los analisis agrupando a las pacientes con RCB-0 y RCB-I, frente a
aquella con enfermedad residual RCB-1l o RCB-IIl. En este escenario se identificaron 538 genes
diferencialmente expresados entre ambas poblaciones, 212 infraexpresados en pacientes con

respuesta casi-completa y 326 sobreexpresados.

Entre los genes sobreexpresados, destacaban genes implicados en:

- Nucleosoma, con la sobreexpresion de 30 genes de histonas.
- Factores del complemento: C1QA, C1QC, C2.
- HLA: HLA-DRB1, HLA-E, HLA-H.

- Enzimas implicadas en el ciclo celular: AURKB, PLK1.

Al comparar los genes identificados entre el escenario
R1 y R2, ambos escenarios compartian la expresion
diferencial de 192 genes. Aunque no hay un solapamiento

completo de los genes diferencialmente expresados entre

las pacientes con pCR y pCR-RCBI, al analizar las vias génicas

implicadas si se objetivan los mismos procesos celulares Figura 21. Diagrama Venn de genes
diferencialmente expresados en R1y R2.

que los identificados para R1, fundamentalmente Ia

sobreexpresién de genes del nucleosoma (histonas, polimerasas) y genes de respuesta inmune.
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4.4.3.3. Expresion diferencial de genes entre pCR vs no-pCR en pacientes basal-like (R3):

Al analizar la expresion génica diferencial entre pacientes basal-like por PAM50 que alcanzan la
pCR frente a aquellas con enfermedad residual no se identifica ningin gen con una expresion

diferencial estadisticamente significativa.

El analisis de firmas génicas, por el contrario, si identifica alguna via sobrerrepresentada en las
pacientes respondedoras. Estas vias, de nuevo, estdn en relacién con la activacién inmune, y

muchas de ellas son compartidas con las identificadas para R1.

4.4.3.4. Expresion diferencial de genes entre pCR y RCB-I frente a RCB-ll y RCB-Ill en pacientes
basal-like (R4):

Por ultimo, al considerar las pacientes basal-like con respuesta casi completa (pCR + RCB-l), se
objetivan 186 diferencialmente expresados, 70 con una infraexpresiéon y 116 sobreexpresados

entre las pacientes con buena respuesta.

Se objetivan de nuevo las mismas vias implicadas en los otros escenarios:

- Genes del nucleosoma.
- Vias inmunes: C1QA, HLA-DRB1.

- No se objetivan diferencias en este caso en la expresién de FOXA1 ni AR.
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Comparacidén de los genes diferencialmente expresados en los distintos escenarios:

De estos 186 genes, 153 son compartidos con los
genes diferencialmente expresados en el total de la muestra

en este mismo escenario.

Entre los 65 genes cuya expresion diferencial se

mantiene en los 3 escenarios, se identifican genes de las vias

descritas previamente, como genes implicados en Ia

Figura 22. Diagrama Venn de genes transcripcion y  replicacion  (histonas, factores de
diferencialmente expresados en R1, R2 y

R4
transcripciéon), genes implicados en inmunidad (factores del

complemento y HLA, interleuquinas) y genes relacionados con el ciclo celular (CDKS5).

4.5. PREDICCION DE RESPUESTA CON TNBCtype.

4.5.1. Distribucion de subtipos.

Aplicamos el TNBCtype a nuestra muestra de datos (n=94 pacientes). 7 pacientes no

pasaron el filtro de ESR1 y se clasificaron como ER-positivos, siendo retiradas del analisis.

Los subtipos basal-like fueron los mas frecuentes (34,0% y 20,2% para BL1 y BL2
respectivamente), seguidos del mesenquimal y LAR. Tabla 15 vy figura 23. Entre los tumores BL
por PAMS50, predominaron los subtipos BL1 y BL2, objetivandose que la practica totalidad de los
tumores clasificados como BL1/2 por Lehmann pertenecen al basal-like por PAMS50. Por el

contrario, los tumores no basal-like por PAM50, estaban compuestos fundamentalmente por LAR

118



RESULTADOS

(68,8%) y 1 BL2, ademas de 4 muestras identificadas como ER-positivas. Todos los tumores

mesenquimales eran BL por PAM50, vy, al contrario, la mayoria de los tumores LAR eran no-BL

por PAMS50, correspondiendo el 71,4% de los LAR eran HER2E por PAMS50.

Tabla 15. Distribucion de TNBCtype-4 en la muestra global y en tumores BL y no-BL

Lehmann TNBC

mBL1

TNBCtype-4

BL2

20%

M mLAR ER+

TNBCtype-4 en PAMS50 BL

4% 4%

28%

23%

TNBCtype-4 en PAMS50 non-
basal

6.2%

Figura 23. Distribucion de TNBCtype. A. En la muestra global. B. En pacientes con tumores BL por PAMS50.

C. En pacientes con tumores no-BL por PAM50.

type

BL1
BL2

LAR
ER+

All

32
19
22
14

34,0%
20,2%
23,4%
14,9%
7,4%

%

Subtipo intrinseco PAM50

Basal No-basal

N % N %

32 | 41,0% 0 0,0%

18 23,1% 1 6,2%

22 28,2% 0 0,0%
3,8% 11 68,8%

3 3,8% 4 25,0%
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Se objetiva que las pacientes con tumores BL1 tenian una edad menor que el resto de
subtipos, y, al contrario, las pacientes con tumores LAR presentaban la mayor edad, con unas
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). Las pacientes LAR tenian una tendencia a
tener tumores mas localmente avanzados, tanto a nivel de tamafio tumoral como afectacion
ganglionar, sin alcanzar la significacion estadistica. No se objetivaron diferencias significativas en
la distribucion del grado histoldgico entre los distintos subtipos. Los tumores BL1 presentaron un
ki67 significativamente mas alto que el resto de subtipos, y los tumores LAR y ER+ presentaron

los ki67 mas bajos. Las caracteristicas basales se hallan detalladas en la tabla 16.

Tabla 16. Caracteristicas basales de los distintos subtipos de TNBCtype-4.

BL1 BL2 M LAR ER+ p
N 32 19 22 14 7
EDAD (MEDIANA) 41 51 50,5 67,5 55 <0,01
TAMANO TUMORAL POR | 48 40 40 58,5 40 0,53
RM (MEDIANA)
AFECTACION GANGLIONAR | 78,1% 52,6% 63,6% 85,7% 57,1% 0,18
(% N+)
KI67 (MEDIANA) 80% 60% 70% 40% 40% <0,01
G3 (%) 84,4% 63,2% 72,7% 64,3% 85,7% 0,25

4.,5.2. TNBCtype y respuesta a quimioterapia:

Evaluamos posteriormente la asociacién entre los subtipos de Lehmann y la respuesta a la
QT neoadyuvante con TCh. Los subtipos de Lehmann se asociaron de forma significativa a la
respuesta a la quimioterapia (p=0,027). Las pacientes con tumores BL1 alcanzaron las mayores
tasas de pCR (65,6%), seguido de BL2 (47,4%), M (36,4%) y LAR (21,4%). Las respuestas se hallan
detalladas en la tabla 17 y figura 24. Entre las pacientes clasificadas como ER-positivas, la tasa de

pCR fue de 14,3% (1/7).
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Al analizar las pacientes que obtuvieron una buena respuesta patoldgica (pCR y RCB-I),
obtuvimos los siguientes resultados: 75,0% para las BL1, 57,9% para las BL2, 50,0% para las M y
35,7% para las LAR, en el limite de a significacidn estadistica (p=0,06). Por el contrario, ninguna
paciente dentro de las BL1 presentd enfermedad residual extensa (RCB-IIl), mientras que

representé el 15,8% de las BL2, 13,6% de las M y 28,6% de las LAR.

Al comparar con BL1, los tumores LAR y M presentaba tasas de pCR significativamente
menores, con un odds ratio (OR) de alcanzar una pCR de 0,14 y 0,30 respectivamente (p<0,01 y
p=0,037). Esta asociacion estadisticamente significativa se mantenia en los analisis
multivariantes, incluyendo tamafio tumoral y afectacién ganglionar, tanto para M y LAR (p=0,015

y p=0,008), con el subtipo BL2 con una tendencia a una peor respuesta también (p=0,075).

Al considerar la buena respuesta patoldgica, LAR y M se asociaron de nuevo a una menor
respuesta a la quimioterapia (OR= 0,19y 0,33, respectivamente). En el andlisis multivariante, los
3 subtipos (M, LAR y BL2) se asociaron a una peor respuesta al tratamiento comparado con BL1

(p<0,05).

De acuerdo con lo expuesto previamente, al considerar el indice como una variable
continua se objetivaron diferencias estadisticamente significativas en la respuesta entre los 4

subtipos (p=0,004).
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Respuesta en funcidon de TNBCtype-4

100%

80%

60%

40%

20%

0%

mpCR mRCBI " RCBII mRCBIlI

Figura 24. Distribucion de la respuesta a quimioterapia (RCB Symmans) segtin los subtipos de
Lehmann

Tabla 17. Respuesta en funcién del TNBCtype-4

pCR+RCBI RCB-III RCBsym
Media +/- EEM
BL1 75,0% 0,0% 0,551 +/- 0,159
BL2 57,9% 15,8% 0,723 +/- 0,166
M 50,0% 17,4% 1,338 +/- 0,279
LAR 35,7% 28,6% 1,835 +/- 0,490

4.6. ANALISIS DE MUTACIONES EN GENES DE RECOMBINACION HOMOLOGA Y
RESPUESTA A QTNA.

En dltimo lugar se evalué la asociacién de mutaciones en 7 genes de recombinacion
homdloga (BRCA1, BRCA2, PALB2, BARD1, RAD50, RAD51C, RAD51C) en linea germinal y la

respuesta patoldgica a quimioterapia.

De las 94 pacientes incluidas en el analisis se pudo realizar el analisis mutacional en 85

de ellas (90,4%). En estas 85 pacientes analizables, se objetivaron 10 mutaciones (11,8% de las
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pacientes), con 8 mutaciones en BRCA1, 1 mutacion en BRCA2 y 1 mutacidon en BARD1. No se

identificaron mutaciones en PALB2, RAD50, RAD51C ni RAD51D.

Entre las pacientes portadoras de mutacién, un 40% tenian historia familiar positiva

segun los criterios previamente descritos, frente al 20% de aquellas sin mutacién (p=0,31).

No se observan diferencias en la respuesta a quimioterapia entre las pacientes con

mutacion y sin ella, tanto para R1 (50,0% vs 46,7%, p=1,0) como para R2 (50,0% vs 60,0%,

p=0,73). Tabla 18 y figura 25.

Tabla 18. Respuesta segin estado mutacional

N pCR RCB-I
Mutacion 10 50,0% 0,0%
No mutacién 75 46,7% 13,3%
NA 9 22,2% 11,1%

RBC-II
40,0%
28,0%
44,4%

RCB-III
10,0%
12,0%
22,2%

120%

80%

40.0%
60%
40%
20%

0%

Mutacién

HpCR W RCB-I RBC-II m RCB-IlI

Respuesta en funcion de estado mutacional

100% o 100% o no%

28.0%

No mut

Figura 25. Respuesta en funcion de estado mutacional
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Caracteristicas moleculares de las pacientes portadoras de mutacion:

Todas las pacientes portadoras de mutacion se clasificaron como basal-like por PAMS50,
mientras que al clasificarlas con el TNBCtype-4 objetivamos que el 30,0% eran BL1, 40,0% BL2 y
30,0% M. Las tasas de pCR entre estas pacientes fueron de 66,6% para las BL1, 50,0% para las

BL2 y 33,3% para las M (p=1,00), globalmente idénticos a las obtenidas en la cohorte TN global

(figura 26).
Respuesta en funcion de TNBCtype-4 y estado mutacional
120%
100%
o 33.3% 34.4%
80% : 50.0% 52.6% .
[ .
60% 66.7% 6
40%
20% 33.3% 36.4%
0%
BL1-mut BL1-wt BL2-mut BL2-wt M-mut M-wt
mpCR = RD

Figura 26. Respuesta en funcion de TNBCtype-4 y estado mutacional
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La identificacion de predictores de respuesta a QTNA en CMTN es uno de los principales retos
a los que nos enfrentamos en el momento actual, dado el mal prondstico que asocian las
pacientes con una mala respuesta al tratamiento neoadyuvante. Este trabajo tiene como objetivo
la identificaciéon de factores predictores de respuesta a neoadyuvancia con carboplatino vy
docetaxel en CMTN, sirviéndonos de analisis de expresidn génica y analisis mutacional de un

panel de genes de reparacion homologa.

Sin embargo, es necesario conocer primero la capacidad predictiva de los factores clinico-
patoldgicos clasicos disponibles en la practica clinica habitual. S6lo de esta manera podremos

evaluar el beneficio real aportado por los predictores moleculares que vamos a analizar.

5.1. PREDICCION DE RESPUESTA CON FACTORES HISTOPATOLOGICOS:

Numerosos estudios han intentado identificar predictores de respuesta en CMTN hasta la
fecha, y, aunque distintas variables clinicas o patoldgicas se asocian a la respuesta en diversos

estudios, los datos obtenidos no han podido ser reproducidos de forma consistente (153).

En nuestra serie, observamos que el marcador de proliferacion Ki67 es el Unico factor
asociado de forma significativa a la respuesta a quimioterapia. No encontramos por el contrario
una asociacién significativa entre el tamano tumoral, afectacidon ganglionar o grado histoldgico.
Al combinar los factores clinicos y patoldgicos mas relevantes, alcanzamos una capacidad

predictiva modesta con un AUC de 0,642.
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El valor predictivo de respuesta y prondstico del ki67 se ha estudiado de manera exhaustiva,
tanto en cancer de mama en general como en CMTN, con hallazgos controvertidos. En particular,
en CMTN, aunque se objetiva una tendencia a la asociacion entre un mayor ki67 y mayor
respuesta a QT, esta asociacidén no siempre alcanza la significacidon estadistica (154). El punto de

corte del 50% parece ser 6ptimo en CMTN para la prediccién de respuesta (124,155).

En nuestra serie, al estratificar por dicho punto de corte, obtuvimos pCR
significativamente mayores en las pacientes con Ki67 >50%, 55,9% frente a 25,7% (p=0,008).
Estos datos coinciden con los publicados recientemente por Alba et al, en los que se objetivd
tasas de pCR de 15,0% frente 41,7% (p= 0,0337) para las pacientes con Ki67 < 50% y > 50%
respectivamente tras QTNA basada en antraciclinas y taxanos, con un AUC en torno a 0,618. Sin
embargo, en este estudio, la determinacidn del ki67 se hacia de forma centralizada, lo cual, al
eliminar la variabilidad interobservador, dificulta su reproducibilidad en la practica clinica
habitual (124). El valor predictivo de respuesta del ki67 se ha visto asimismo en estudios de CMTN
tratadas con sales de platino (156). En un estudio reciente que evalud los factores
histopatoldgicos asociados a la respuesta al tratamiento con carboplatino y paclitaxel en CMTN,
se evidencid que las pacientes con Ki67 > 50% obtenian un 70,8% de pCR, frente al 19,8% de
aquellas con un Ki67 <20% (p<0,01). En este estudio, ademas, el tamafio tumoral y estadio clinico
se asociaron también a la respuesta (157). Por el contrario, Kim et al, en un andlisis retrospectivo
de 198 pacientes con CMTN tratadas con antraciclinas y taxanos no encontrd asociacion
predictiva independiente del Ki67 y la respuesta al tratamiento (158). Ademas del valor predictivo

de respuesta, el ki67 ha demostrado un valor prondstico, objetivandose una asociacion entre
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mayor indice proliferativo y menor supervivencia, y con un mayor impacto del Ki67 post-

neoadyuvancia en pacientes con enfermedad residual tras neoadyuvancia (157).

Por tanto, aunque encontramos una asociacién estadisticamente significativa entre el Ki67 y
la respuesta al tratamiento, éste tiene un valor predictivo modesto y la falta de estandarizacién

en su determinacién limita su aplicabilidad, debido a la alta variabilidad interobservador (159).

Ademas del indice proliferativo, se han evaluado otros factores histopatoldgicos, aunque sin
una replicacidn consistente en los distintos estudios. Tras neoadyuvancia con la secuencia de
antraciclinas y taxanos (AC-T), la infiltracién por TILs, el grado de necrosis tumoral, la presencia
de células de citoplasma claro, y el alto grado histoldgico se identificaron como factores
independientes asociados a la respuesta. Con estos 4 factores se elabord un modelo predictivo
de respuesta que alcanzé un AUC de 0,777 (98). Por otro lado, se ha estudiado la relacion entre
el fenotipo basal-like definido por IHQ (RE, RP, HER2 negativos y positividad para CK5/6 y/o EGFR)
y respuesta a neoadyuvancia en CMTN, con resultados controvertidos. Li et al y Masuda et al
objetivaron una asociacién negativa estadisticamente significativa entre este fenotipo IHQ y la
respuesta al tratamiento con combinaciones de epirrubicina y taxanos (125,155). Por el contrario,
en otro estudio no se objetivo relacidn entre fenotipo basal y la pCR (160). La expresion de p53 y
receptor de andrégeno (AR) a nivel proteico se ha estudiado, asimismo, sin objetivarse un

consenso sobre su asociacién con la respuesta (121,158,161,162).

Sin duda, el factor que mayor interés esta generando en el momento actual es la infiltracion
por TILs, ya que ha demostrado de forma consistente un valor predictivo de respuesta y valor

prondstico en CMTN (136,137). El andlisis de las TILs estd ademas estandarizado, lo que permite

129



DISCUSION

su reproducibilidad y comparacién entre estudios (163). Aunque de momento no presentamos
datos de TILs y respuesta en nuestra serie, se trata de un andlisis en marcha y que sin duda

aportard informacion adicional de gran interés.

Para concluir sobre la prediccidon de respuesta con factores histopatoldgicos, consideramos
gue, aunque el ki67 se asocia a la respuesta al tratamiento, su considerable variabilidad
interobservador limita su papel en la toma de decisiones terapéuticas, y parece por tanto que
con las herramientas histopatoldgicas actuales no logramos una adecuada prediccion de
respuesta a la QTNA. Por consiguiente, es necesario profundizar en la biologia del tumor en la
busqueda de predictores de respuesta a neoadyuvancia. Por esta razén, evaluamos la capacidad
predictiva de los subtipos intrinsecos por PAM50 (basal frente a no basal) entre otros marcadores

moleculares.

5.2. PREDICCION DE RESPUESTA CON EL SUBTIPO INTRINSECO DEFINIDO POR PAMS50.

El objetivo principal de este estudio es analizar la posible asociacidn entre el subtipo
intrinseco y la respuesta a la quimioterapia neoadyuvante con TCb. Existe evidencia de que los
subtipos intrinsecos por PAMS50 se asocian a un mayor valor predictivo y pronéstico frente a los

factores IHQ clasicos, tanto en cancer de mama RH-positivos como CMTN (101,164).
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5.2.1. DISTRIBUCION DE PAMS50.

En primer lugar, analizamos la distribucidn de los subtipos intrinsecos por PAM50 en nuestra

cohorte de pacientes. De nuevo, se pone de manifiesto que la definicion TN por IHQ y el subtipo

molecular basal-like no son sinénimos, puesto que, aunque los tumores BL representan una

mayoria de nuestra muestra (83,0%), encontramos representacion de todos los subtipos

intrinsecos (12,8% de HER2E, 3,2% de normal-like y 1,1% de luminal B).

Esta distribucidon esta en la linea de lo descrito previamente en las distintas series de

tumores TN, con porcentajes de tumores BL que se sitlan entre el 50 y el 88%, segun si se

incorporan o no los tumores claudin-low a la clasificacion. En la tabla 19 se describe la

distribucidn de subtipos intrinsecos en CMTN. Entre los tumores basales definidos por IHQ (triple

negatividad y CK5/6+ y/o EGFR +), se objetivd un enriquecimiento en tumores basal-like por

PAMS50 comparado con la definicién de TN (81,2% vs 56,9%, p<0,01) (156). Entre los tumores no-

BL predominaron los tumores HER2E, con una menor proporcion de luminal B y normal-like,

acorde a lo previamente publicado (44).

Tabla 19. Distribucion de los subtipos intrinsecos en CMTN

N
TCGA 920
CALGB40603. 389
Hoadley et al.
SABCS 2016
Prat BMC 2015 350
Prat 2014
GEICAM/2006-03 69
MDACC 188
GEICAM9906 100
Prat 2013 412
Bayraktar 2014 35
Lehmann 2016 767
NCT01560663 94

CL: claudin-low.

Basal-like

78,9%
88,2%

72%

81,2%
58%
55%
78,6%
85,7%
77%
83,0%

HER2E

5,6%
NA

9%

5,8%
7,4%
29%
7,8%
15,7%
12%
12,8%

LumB

NA

2%

NA

3,2%
10%
4,4%
8,6%
3%

1,1%

LumA

5,6%
NA

6%

NA
1,4%
4%
2,2%

4%
0,0%

Normal
2,2%
NA

11%

2,8%
4,8%
2%
7%

4%
3,2%

Comentarios

Mayoria de no-BL
HER2E y normal-
like

10,1% CL
25% CL
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En nuestra muestra soélo se identificd 1 tumor claudin-low, un porcentaje muy inferior al
esperado en una cohorte de TN. Se estima que un 12-14% de los tumores de mama son claudin-
low, siendo la mayoria de estos TN. Entre los TN, este porcentaje ascenderia hasta el 30%,
fundamentalmente entre tumores clasificados como basal-like o normal-like por PAMS50 (43). Sin
embargo, en varias series de TN se han observado porcentajes bajos de estos tumores, como en
el estudio GEICAM/2006-003 con sélo un 10%, y TCGA, en el que sélo se identificaron 8 tumores

claudin-low entre los 525 tumores analizados (39).

En cuanto a las caracteristicas histopatoldgicas de los tumores segln el subtipo intrinseco,
objetivamos que los tumores BL se presentaron en pacientes mas jovenes que los no-BL, sin una

diferencia en el tamafio tumoral o afectacién ganglionar, acorde a lo publicado previamente (48).

5.2.2. PAM50 COMO PREDICTOR DE RESPUESTA A QTNA.

La capacidad predictiva de respuesta de los subtipos intrinsecos ha sido estudiada de manera
repetida, aunque generalmente en poblaciones heterogéneas de CM y con terapias basadas en
antraciclinas y taxanos (161). En poblacién de CM no seleccionada, se objetivd que los tumores
BL se asociaban a la mayor tasa de pCR con combinaciones de antraciclinas y taxanos, alcanzando
la pCR en el 43% de las pacientes, seguido por el 37% en las HER2E y el 7-19% en los subtipos

luminales (165).

En nuestro caso, objetivamos diferencias estadisticamente significativas en la respuesta a

quimioterapia entre los tumores BL (pCR del 51,3% y pCR+RCB-I del 61,6%) frente a los tumores
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no-BL (12,5% y 31,3%) respectivamente. Ademas, objetivamos un enriquecimiento en tumores
con enfermedad residual extensa (RCB-Ill) entre las pacientes no-BL (31,3% vs 9,0%, p=0,03).
Considerando el impacto prondstico de la obtencidon de una pCR o RCB-I frente a RCB-Ill en
supervivencia libre de enfermedad a distancia, se pone en evidencia la importancia de los

hallazgos de nuestro estudio.

La mayor parte de la evidencia disponible sobre el valor predictivo de los subtipos intrinsecos
en CMTN proviene de analisis retrospectivos, y, en general, con tratamientos basados en
combinaciones de antraciclinas y taxanos. En la tabla 20 se encuentran detallados los datos

disponibles de pCR en funcién del subtipo intrinseco en CMTN.

Al analizar un conjunto de pacientes tratados con combinaciones de antraciclinas y taxanos
o ixabepilona neoadyuvantes, se objetivé que el subtipo intrinseco era predictivo de respuesta a
neoadyuvancia en la muestra global, y en las pacientes con CMTN por separado (N=350) (166).
Los tumores BLy HER2E se asociaron de forma significativa a una mejor respuesta al tratamiento,
con pCR conjuntas de 38,5% frente a 18,5% de los tumores luminales (OR justada = 2,89, IC 95%
1,04-8,00). En este caso, y en contraste con nuestros datos, los tumores TN/HER2E obtuvieron
una alta tasa de pCR, del 47%, incluso mayor que los tumores BL. En este estudio, la
incorporacion del subtipo “claudin-low” no mejoré la capacidad predictiva de los subtipos
intrinsecos en CMTN. Es interesante recalcar que los tumores BL mantuvieron tasas de pCR por
encima del 35% independientemente del fenotipo IHQ (36%, 58% y 38% para los luminales, HER2-
positivos y TN respectivamente). Por otro lado, Lehmann et al también analizaron la capacidad

predictiva de respuesta de PAM50 en su cohorte de pacientes tratadas con antraciclinas y
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taxanos, objetivando que, aunque los tumores basal-like se asociaron a mayores tasas de pCR
qgue los no-BL (36,9% vs 20,0%), no alcanzaba la significacidn estadistica en todos las bases de
datos analizadas (p=0,0175, p=0,11) (48). Se objetivd asimismo que los tumores no-BL por PAM50
tenian una tendencia a una mejor SLE y SG, sin alcanzar la significacidn estadistica. En el analisis
combinado de las distintas bases de datos, el ser no-BL se asocié de forma significativa a una

menor respuesta a quimioterapia (OR 0,50).

Recientemente se han comunicado los resultados preliminares de los andlisis moleculares
del ensayo clinico CALGB40603, entre los que se comunicaron los datos de respuesta segun el
PAMS50 (167). Este estudio encuentra resultados contradictorios con lo disponible en la literatura,
al objetivar mejores tasas de pCR entre las pacientes no-BL que en las BL. Resulta llamativo las
pCR obtenidas en el subgrupo no-BL, en torno al 68% en la rama control, frente a un 30% en las
pacientes BL. Estos hallazgos se encuentran muy por encima de lo esperable para este subgrupo
de pacientes, tradicionalmente asociados a unas pCR de en torno al 30-35% en CMTN tratado
con ese régimen terapéutico. La adicién de carboplatino y bevacizumab se asocié a un aumento
de la pCR en las pacientes BL, sin objetivarse un beneficio, e incluso un efecto deletéreo de
bevacizumab, entre las pacientes no-BL. Sin embargo, la interpretacion de estos resultados debe
hacerse con cautela debido su escaso tamafio muestral y probable baja representatividad de la

muestra.
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Tabla 20. Respuesta segtn Sl en CMTN
Tratamiento Definicion de Basales No-basales p-
pPCR valor
N pCR N pCR
CALGB40603 343 46
HOADLEY ET | wP - ddAC ypTO/is 30% 68%
AL. wP - ddAC + Bev 58% 24% NA
wP + Cb - ddAC 44% 68%
wP + Cb - ddAC + bev 62% 70%
PRAT BMC Combinaciones ypTO/is ypNO 235 57 0,01
2015 antraciclinas 37% 33,4%
taxanos/exabepilona BL + HER2E 18,5%
38,5%
LEHMANN ET | Antraciclinas y taxanos ypTO0/is ypNO 36% 20% 0,018
AL 2016 N=306
NCT01560663 | TCb x 6 ypTO0/is ypNO 78 51,3% 16 12,5% 0,005

wP: paclitaxel semanal. ddAC: adriamicina y ciclofosfamida en dosis densas. Cb: carboplatino. Bev: bevacizumab.
TCb: docetaxel y carboplatino. YpTO: ausencia de tumor en la mama. ypT0/is: ausencia de tumor invasivo en la mama.
YpNO: ausencia de tumor en la axila.

Por tanto, en nuestra cohorte de pacientes, el subtipo intrinseco BL se acompafia de un
beneficio franco en la respuesta a QTNA, con una OR de alcanzar la pCR de 7,23. Existe una
respuesta diferencial entre las pacientes BL y las no-BL, siendo este ultimo subtipo un potencial
marcador de quimio-resistencia. Aunque nuestros datos son firmes en la prediccidén de respuesta
al tratamiento, y la respuesta patoldgica parece un buen subrogado de supervivencia, es
imprescindible un analisis ulterior de supervivencia a largo plazo para evaluar el impacto real de

los subtipos intrinsecos por PAM50 en CMTN.

5.2.2.1. Subtipos intrinsecos y respuesta a distintos farmacos:

Sin embargo, definir predictores de respuesta a combinaciones de farmacos es un objetivo

complejo, ya que no es posible distinguir la contribucién individual de cada farmaco a la respuesta
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en un paciente concreto. Por ello, diversos estudios han tratado de evaluar la respuesta
diferencial de estos subtipos intrinsecos a distintos farmacos en monoterapia (101). El estudio
TNT, por ejemplo, objetivé diferencias claras en la respuesta a carboplatino y docetaxel segun el
subtipo intrinseco (BL y no-BL), en una cohorte de CMTN metastasico. En el caso de los tumores
BL, se alcanzaron pCR similares con ambos farmacos, 32,6% y 35,2% con carboplatino y docetaxel
respectivamente (p=0,75); mientras que en tumores no-BL, se objetiva una respuesta
significativamente mayor con docetaxel que con carboplatino (73,7% vs 16,7%, p<0,01). Estas
diferencias son mayores al considerar el subtipo basal por PAM50 que por la definicion IHQ. Por
otro lado, se objetivd que en CM metastdsico el subtipo intrinseco basal-like se asociaba a una
mayor respuesta a docetaxel que a doxorrubicina (56% frente a 0% de pCR+RCB-I,

respectivamente) (95).

Aunque ambos estudios se realizaron en CMTN metastasico, se evidencia que los tumores BL
y no-BL tienen un sustrato bioldgico distinto, traducido en una respuesta diferencial a los
farmacos. Con estos resultados, y con la distinta tasa de pCR obtenida en nuestro trabajo segln
el subtipo intrinseco, postulamos que las diferencias en pCR se deben a un escaso beneficio de
carboplatino entre las pacientes no-BL. Sin embargo, los mecanismos de accién complementarios
de carboplatino y docetaxel permitirian una accion sinérgica y el rescate de pacientes con uno u

otro farmaco.
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5.2.2.2. Valor predictivo de respuesta de PAM50 en otros subtipos de cancer de mama:

Aunque en el caso de este trabajo nos centramos en el valor predictivo del PAM50 en CMTN,
el beneficio de esta herramienta predictiva y prondstica no se limita a este grupo de pacientes, y
en el ultimo afo se han publicado numerosos estudios al respecto. En cancer de mama HER2-
positivo, por ejemplo, el estudio CALGB40601, que comparaba el tratamiento neoadyuvante con
paclitaxel asociado a trastuzumab, lapatinib o la combinaciéon de ambos, objetivé que los tumores
HER2E por PAM50 alcanzaban unas tasas de pCR del 70% independientemente de la rama de
tratamiento, frente a un 35% en los tumores luminales (168). Un andlisis molecular del estudio
NOAH también puso de manifiesto un incremento en las pCR entre las pacientes HER2-
positivas/HER2E, asi como en aquellas con un ROR alto (169,170). El subtipo HER2E identifica
incluso a un subgrupo de pacientes en las que se alcanzan pCR del 41% con doble bloqueo, sin
guimioterapia (33). En este estudio, se objetivd que, al realizar una nueva biopsia y
determinacion del subtipo intrinseco a los 14 dias del tratamiento, hasta el 49% de los tumores
se reclasificaron como normal-like. Estos tumores reconvertidos a normal-like obtuvieron pCR
significativamente mayores, siendo esta conversion un reflejo de respuesta precoz al tratamiento

con mayor porcentaje de tejido mamario normal en la muestra.

Ademas de este valor predictivo de respuesta a neoadyuvancia, los subtipos intrinsecos han
demostrado un valor prondstico, tanto en enfermedad localizada como metastasica (171,172).
Sin embargo, el dato que mayor interés esta cobrando es el potencial papel de PAM50 frente a
la IHQ en la seleccién de terapias, al objetivarse beneficio de lapatinib en pacientes HER2-

negativas por IHQ y con subtipo intrinseco HER2E por PAM50 (172).
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5.2.3. CORRELACION A LOS CENTROIDES Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO.

El andlisis del PAM50, ademds de la asignaciéon a un subtipo intrinseco, nos aporta

informacidén adicional sobre la proximidad de nuestras muestras a cada uno de los centroides.

En nuestra cohorte de pacientes, objetivamos una asociacién entre la expresion de las firmas
genéticas basal, “proliferation score” y luminal A, y la respuesta al tratamiento (asociacién
positiva y negativa respectivamente). Estas firmas sélo presentan una asociacion significativa al
considerar la muestra global de CMTN, y no al considerar las pacientes TN/BL. Nuestros datos
difieren del analisis retrospectivo de dos cohortes de pacientes TN, en el que se objetivd una
asociacion entre la firma luminal A, PS y ROR con la respuesta al tratamiento, Unicamente al
considerar los tumores TN y BL por PAM50. El ROR y PS se asociaron asimismo a un efecto

deletéreo en la SLED, al contrario que la firma génica luminal A (173,174)

Dado que la expresion de estas firmas génicas esta relacionada con la asignacion a los
subtipos intrinsecos, parece mas plausible que su expresion tenga un mayor valor predictivo en
la poblacidn global de CMTN que en las pacientes BL por separado. De todos modos, la capacidad
predictiva de estas firmas génicas es limitada, con AUC por debajo del 0.60 en la mayoria de los

Casos.

5.2.4. TN/BLY TN/no-BL:

La mayoria de los estudios moleculares en CMTN se realizan en base a la clasificacion

dicotémica entre tumores BL y no-BL (44). Esto se fundamenta en que la expresion génica es
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altamente concordante entre tumores BL, independientemente de su perfil IHQ (TN o no-TN),
mientras que se objetivan diferencias significativas entre tumores TN de distinto subtipo
intrinseco (fundamentalmente entre basal y no-basal) (44). Ademas, la baja proporcion de
tumores TN/no-BL (en torno al 15-25% de los CMTN), dificulta la realizacién de los analisis en
cada subtipo por separado. Parece por tanto razonable la agrupacién de los subtipos no-basales

como entidad Unica.

La clasificacién entre basal y no-basal no se limita a la clasificacién por PAM50, sino que es
un pilar de todas las aproximaciones gendémicas al CMTN. De acuerdo a lo previamente expuesto,
Rody et al identific6 un metagen basal-like, con una distribucién bimodal de los CMTN,
clasificando en torno al 70% de estos tumores como BL (175). Estos tumores clasificados como
basal-like se asociaban a la sobreexpresién de genes de proliferacion y angiogénesis, vy, al
contrario, presentaban una correlacion inversa con la expresién del metagen apocrino y de Ia
sefalizacidon por la via del receptor de andrégenos. Por otro lado, todas las clasificaciones
moleculares surgidas en CMTN han identificado un subgrupo de pacientes basales, con

implicaciones en la respuesta al tratamiento y prondstico a largo plazo (48,51,52).

Por tanto, el CMTN parece englobar dos entidades con una base biolégica distinta, los
tumores basales y no-basales. Obviar esta clasificacién al analizar los datos podria sesgar
nuestros resultados, puesto que los factores predictivos de respuesta tienen un valor distinto

entre tumores TN en global o TN/BL, como se ha puesto de manifiesto en este trabajo.
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5.2.5. pCR o pCR+RCB-I:

Aunque tradicionalmente los estudios de neoadyuvancia se han centrado en la consecucién
de una pCR, existe cada vez mayor evidencia de que la enfermedad residual minima (RCB-I) tiene
un prondstico a largo plazo equiparable al de la pCR. De hecho, en la actualizacién de los datos
de supervivencia a largo plazo de Symmans et al, se confirma que en pacientes con CMTN, se
obtienen supervivencias superponibles entre las pacientes con pCR y RCB-I, con una SLE a 10 afios
de 86% y 81% respectivamente (p=0,58). Por el contrario, las pacientes con enfermedad residual
RCB-Il y RCB-IIl presentan SLE significativamente menores, del 55% y 23% a 10 afos (p<0,01 para
ambas) (87). A la luz de estos datos, tiene sentido considerar ambos grupos en comun, ya que
comparten un mismo prondstico favorable a largo plazo, objetivo final para nuestras pacientes.
Ademas, considerar pCR frente a enfermedad residual podria diluir las diferencias entre
pacientes, al mezclar en el grupo de enfermedad residual pacientes de buen y mal pronéstico.
Por ello, en este trabajo presentamos en todo momento los datos en funcién de pCR frente a
enfermedad residual (escenario R1) y pCR-RCB-I frente a RCB-Il y RCB-lll (escenario R2),
obteniendo resultados similares en todos los analisis realizados. De la misma manera, el
subgrupo RCB-Il es un grupo de prondstico incierto, con un 50% de las pacientes con larga

supervivencia y la otra mitad con una recaida posterior y muerte debida al tumor.
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5.3.  ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL POR RNAseq:

Los CMTN presentan importante desregulacidén en su perfil de expresién génica comparado
con el tejido mamario normal adyacente (“caos transcripcional”), lo que podria estar en la base
de la distinta respuesta a farmacos. En este trabajo, evaluamos la expresidon génica diferencial
entre pacientes respondedoras y no respondedoras. El resultado principal derivado de este
analisis es la asociacién entre la sobreexpresion de genes de respuesta inmune y una mejor
respuesta a la quimioterapia, independientemente del escenario analizado, al igual que la

sobreexpresién de un grupo de genes de histonas.

5.3.1. Expresidn génica inmune y respuesta a quimioterapia basada en TCh:

La asociacién entre inmunidad y respuesta al tratamiento es uno de los temas que mayor
interés esta generando en el momento actual, ya sea mediante la evaluacién de los infiltrados
inmunes a nivel histolégico como por la expresién de genes de respuesta inmune (176). EIl CMTN
tiene una mayor carga mutacional que el resto de subtipos de cancer de mama, y, de forma
secundaria, una mayor produccion de neoantigenos y mayor activacién del sistema inmune e

infiltracién por TILs (39).

Esta interrelacidén entre inmunidad y respuesta en CMTN resulta evidente al revisar las nuevas
clasificaciones moleculares del CMTN basadas en perfiles de expresidén génica. En la clasificacidn
de Jézéquel et al, se identifican 3 subtipos de CMTN: C1-LAR, C2-BL-LIR y C3-BL-HIR, estando el

subtpo C3 caracterizado por la sobreexpresion de todos los metagenes de respuesta inmune
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descritos por Rody (52). De la misma manera, Burstein et al clasificd el CMTN en 4 subtipos
principales, siendo dos de ellos BL, uno inmunoactivado (BLIA) y el otro inmunosuprimido (BLIS),

asociados al mejor y peor prondstico respectivamente (51).

Hace una década Palmer ya describid firmas génicas representativas de las distintas células
inmunes (177). Multitud de estudios han demostrado de forma consistente una mejor respuesta
al tratamiento en aquellas mujeres con una sobreexpresion de genes de respuesta inmune,
ademas de un valor prondstico. Callari et al, por ejemplo, identificd un metagen inmune (CXCL13,
PRF1, IRF1, IKZF1, GZMB y HLA-E) en 179 pacientes con CMTN tratadas con antraciclinas y
taxanos, cuya expresién se asociaba a SLED a 5 aiios del 85,4% frente al 43,9% (p=0,009) (178).
Alguno de los genes que conforman este metagen, como el HLA-E, se encuentra diferencialmente
expresados en nuestra cohorte de pacientes. Recientemente se ha publicado nueva evidencia
sobre el valor pronéstico favorable de la sobreexpresion de genes relacionados con el CMH en
tumores basales (179). Por otro lado, la sobreexpresion de genes de células By T ha demostrado
asimismo una capacidad predictiva y prondstica (127,180). La sobreexpresién de genes asociados
a los neutrdfilos, por el contrario, se ha asociado a enfermedad residual tras neoadyuvancia
(127). Rody et al, por su parte, identificd 2 metagenes de respuesta inmune, B-cell e IL-8,
asociados a buen y mal pronéstico respectivamente. Se desarrollé un indice prondstico basado
en el cociente B-cell/IL-8, objetivando que las pacientes del grupo de buen prondstico (32% de
las pacientes) tenian una SLE a 5 afios del 84% frente al 59% del resto de pacientes (175). Ademas,
se ha visto que los tumores basal-like tienen una mayor expresion de las firmas gendmicas de
linfocitos B, con un impacto prondstico secundario. Se vio asimismo que la expresion de firmas

inmunes B se asociaba de forma significativa con la expresién de otras firmas inmunes como
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células T, y macrofagos (181) Esta sobreexpresiéon gendmica y asociacion prondstica se ha

validado asimismo en IHQ (182).

Diversos grupos han intentado desarrollar firmas génicas predictoras de respuesta. La
construccidon de una firma génica inmune formada por 23 genes demostrd una capacidad
predictiva de respuesta en cancer de mama global y en tumores TN (41% vs 17% alto vs bajo,

p<0.01) y basal-like por PAMS50 respectivamente (39% vs 19%, p<0.01) (183).

Los ultimos ensayos clinicos que evaltan la adicién del carboplatino al tratamiento del CMTN
también han realizado estudios de correlacion inmune. Denkert et al analizaron la expresidn de
varios genes tanto inmunoactivadores como inmunosupresores dentro del ensayo clinico
GEPARSIXTO (137). Al analizar 12 genes inmunes objetivaron una asociacidén con la respuesta a
la quimioterapia (56,2% vs 24,0% entre los tumores con sobreexpresién de estos genes frente a
los de menor expresion), existiendo una correlacién entre los niveles de expresion y la infiltracién
por TILs. En este estudio, PDL1 y CCL5 fueron los genes con una mayor asociacién con la pCR. Se
vio que incluso marcadores de inmunosupresion (PD1, PD-L1, CTLA4 e IDO1) mostraron una
asociacién positiva con la respuesta. Esta sobreexpresion de PD-L1 a nivel de mRNA ya se habia
descrito en tejido de cancer de mama, asociada a una mayor infiltracidn linfocitaria tumoral y
mejor SLE, y con una mayor presencia en CMTN y basal-like (39,176,184). En nuestra muestra,
objetivamos una asociacién estadisticamente significativa entre la expresion de PD1 a nivel de
MRNA y la respuesta a la quimioterapia (p=0,04). En el caso de PD-L1, CTLA4 y FOXP3, aunque
existe esta misma tendencia, no se alcanza la significacién estadistica. Por otra parte, se han

presentado recientemente datos preliminares del estudio de predictores gendmicos de
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respuesta del CALGB40603, objetivando varias firmas inmunes, incluyendo células B,
inmunoglobulinas y células T, asociadas a la pCR, aunque con una capacidad predictiva moderada

(167).

5.3.2. Correlacion de perfiles génicos inmunes y TiLs:

Hay evidencia clara sobre la correlacion entre la expresion de genes relacionados con los
procesos inmunes y la infiltracién por TILs a nivel histolégico (127,137). Sin embargo, es
importante distinguir si esta expresién génica proviene del propio tumor o del estroma, puesto
gue esto puede ser fuente de confusidon. La clasificacién inicial de CMTN por Lehmann, por
ejemplo, identificé 2 subtipos (IM y MSL), cuyo origen se debia mas a la expresion génica del
estroma que de las células tumorales, procediéndose a su eliminacién ulterior de la clasificacion
(46,48). Sin embargo, se ha visto que, aunque la expresidon de genes inmunes pueda provenir en
parte del estroma, la capacidad prondstica de la sobreexpresién de genes de respuesta inmune

se mantiene independientemente de la infiltracién linfocitaria del tumor (185).

En el estudio GEPARSIXTO, ademas de la expresién de genes inmunes, se objetivd un valor
predictivo de las TILs. Las pacientes con tumores de predominio linfocitico (LPBC), definido como
la infiltracidn de > 60% por TILs intratumorales o estromales y que representan el 28,6% de los
CMTN, presentaron unas tasas de pCR del 74% (137). Ademads del valor de las TILs
pretratamiento, existe evidencia creciente de que las TlLs post-tratamiento tienen un valor
prondstico clave. En efecto, se ha visto que, tras la quimioterapia, puede producirse un cambio
en el microambiente inmune de los tumores, pasando de ser tumores “frios” (con baja infiltracion

por TILs) a tumores “calientes” (infiltrados por TILs), teniendo esto una importante repercusion
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prondstica. En CMTN, y en especial en las pacientes con enfermedad residual extensa tras QTNA
(tumor 22 cm y/o afectacidén ganglionar), se objetivd que una alta infiltracion por TILs post-
neoadyuvancia se asociaba a un prondstico excelente (SLED a 5 afios de 84% vs 36%, p<0,01)
(186,187). Ademds de un cambio cuantitativo en las TILs tras el tratamiento, se puede observar
un cambio cualitativo en las células inmunes que infiltran los tumores en funcidn de la respuesta
obtenida. En tumores con pCR se objetiva una desaparicidon de linfocitos T reguladores FOXP3,
con una estabilidad de CD8 (aumento del cociente CD8/FOXP3), mientras que en aquellas con
enfermedad residual no hay modificaciones en su patrén de infiltracion por FOXP3 ni CD8
(cociente CD8/FOXP3 estable) (188). La infiltracion por TILs parece asimismo estar regulada por

la expresion de la via de las MAPK (187).

Existe evidencia de que los farmacos quimioterdpicos convencionales también pueden
inducir cambios en el microambiente inmune, y que parte de su actividad antitumoral tendria un
mecanismo inmunolégico. Parece que el carboplatino podria estimular el HLA, ademas de reducir
la inmunosupresidn por células dentriticas y células tumorales. Por su parte, los taxanos se han
relacionado con la disfuncién de linfocitos T reguladores FOXP3 y con el aumento de la
permeabilidad de las células tumorales a la granzima B. Docetaxel se ha asociado asimismo con
la deplecion de células mieloides supresoras (MDSC) y con el aumento secundario de la respuesta

antitumoral citotéxica (189).

Para concluir, los datos obtenidos en nuestra cohorte son, por tanto, consistentes con lo
previamente descrito en la literatura, objetivando un enriquecimiento en la expresién de genes

de respuesta inmune en las pacientes respondedoras. La relevancia del microambiente inmune
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ha propiciado el desarrollo de ensayos clinicos de inmunoterapia en CMTN metastasico, todavia
en fases iniciales (190). No obstante, quedan aun puntos por dilucidar, como por ejemplo el
impacto de la expresién de genes de respuesta inmune en los distintos subgrupos moleculares

de CMTN, o la respuesta a inmunoterapia en funcion del perfil de expresion génica.

5.3.3. Genes de proliferacion y respuesta a QTNA:

Ademas de la sobreexpresién de genes de respuesta inmune en las pacientes respondedoras,
objetivamos firmas génicas de proliferacion, ciclo celular e histonas asociadas a la respuesta al

tratamiento neoadyuvante.

Stover et al, en un metaanalisis de estudios neoadyuvantes con datos de expresion génica
disponibles, evidenciaron que en todos los subtipos por IHQ, asi como subtipos intrinsecos por
PAMDSO, las firmas génicas de proliferacion se asociaban de forma significativa a la respuesta a
neoadyuvancia (174). En CMTN, especificamente, representaban un 63,3% de las firmas génicas
asociadas a respuesta, ademas de una variedad de firmas génicas representando distintos
procesos intratumorales (firmas inmunes, reparacién del dafio al DNA, vias de senalizacidon
intracelular, células madre...). Ademas, se ha objetivado que de forma precoz (24-96 horas tras
la quimioterapia), se produce un descenso en la expresion de genes implicados en el ciclo celular
y proliferacion, asi como de los genes de respuesta inmune (inmunosupresidn inicial), asociado a

la respuesta patoldgica (191).
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Los hallazgos mas relevantes en nuestros analisis de expresion diferencial es la
sobreexpresion de un numero significativo de genes de histonas en todos los escenarios
analizados. En condiciones normales, la expresidn de histonas se centra en la fase S del ciclo
celular, para dar soporte a la replicacion del DNA, con un aumento de hasta 5 veces en su
transcripciéon en esta fase. Estos procesos estan regulados por el complejo ciclina E-CDK2
(192,193). A su vez, la sobreexpresion de ciclina E es frecuente en cadncer de mama, y en especial
en CMTN, asociada a un peor prondstico (194,195). La asociacidon de expresién de genes de
histonas a la respuesta a quimioterapia es sin embargo menos conocida. Rody et al, en una
cohorte de CMTN, identificd un metagen de histonas, correlacionado de forma positiva con el
“cluster” de IL8, ambos asociados a un peor pronéstico (175). No describen sin embargo

asociacion del metagen de histonas con los metagenes de proliferacién.

5.3.4. Otras firmas génicas relacionadas con la respuesta:

Ademas de las firmas génicas previamente descritas, objetivamos una asociacion entre
menor expresion de FOXAL y la respuesta a QTNA, aunque Unicamente al tomar la muestra en
global. Jiang et al evidenciaron que las mutaciones en AR/FOXA1 se asociaban de forma muy
significativa a la pCR (94% vs 17%) tras neoadyuvancia con ACT, asociado ademas a una excelente
supervivencia al extrapolar los datos a TCGA (196). El hecho de que esta asociacién entre
expresion de FOXA1 y AR sélo se objetive en la muestra global es probablemente un reflejo del
enriguecimiento en la expresion de FOXA y AR en tumores no-BL, asociados a su vez a una baja

tasa de pCR.
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Se han descrito multitud de firmas génicas asociadas a la respuesta a QTNA, representando
una amplia muestra de procesos celulares, como firmas de inestabilidad cromosdmica, pérdida
de PTEN, indices de grado histolégico, factores de transcripcion y firmas de riesgo de
Mammaprint (197-199). Se ha descrito asimismo una asociacién entre subtipo basal-like y la
sobreexpresion de una firma génica de hipoxia, asociado a un mal prondstico y alto riesgo de

metastasis a distancia (200).

Ademas de los esfuerzos para identificar predictores de respuesta a neoadyuvancia mediante
analisis de expresion génica, también se esta estudiando a nivel mutacional en DNA tumoral. Sin
embargo, el perfil mutacional del CMTN es muy heterogéneo y pocas mutaciones son
recurrentes, no encontrandose diferencias entre las mutaciones y respuesta a la quimioterapia
neoadyuvante. Por el contrario, una mayor alteraciéon en el nUmero de copias si se asocié a una

peor respuesta a neoadyuvancia (201).

5.3.5. Expresion génica en enfermedad residual:

La expresién génica tumoral es un proceso dinamico, que sufre modificaciones con la
evolucidn y tratamientos recibidos. Ademas del valor predictivo y prondstico de la expresion
génica basal, el perfil de expresiéon en la enfermedad residual tras neoadyuvancia tiene un
importante potencial prondstico, y permite la identificacién de dianas terapéuticas (141). Se ha
objetivado que en pacientes no respondedores se produce un enriquecimiento en genes de

supervivencia y motilidad celular (191,202). Pinto et al desarrollaron una firma génica basada en
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3 Unicos genes (CCL5, DDIT4 y POLR1C), asociada a distintas tasas de SLED segun su expresion en

la enfermedad residual tras neoadyuvancia (203).

5.4. CORRELACION DE PAM50 por nCounter y RNAseq:

En este estudio se realizd la determinacién del subtipo intrinseco mediante dos plataformas,
nCounter (Nanostring Technologies) y RNAseq. Se obtiene una alta concordancia entre ambas
técnicas, tanto para la asignacién del subtipo intrinseco (94,6%), como para cada uno de los

centroides (>90%).

La reproducibilidad de los andlisis de expresidon génica sobre muestras parafinadas por
RNAseq y Nanostring nCounter, se ha visto confirmada tanto en patologia tumoral como en
enfermedades no tumorales (204—206). En concreto, en cancer de mama, se objetivé una buena
correlacién entre Nanostring y RNAseq, apoyando el papel de Nanostring como validador de los

hallazgos encontrados por RNAseq (207).

Sin embargo, no existen datos todavia publicados sobre la correlacion del PAMS50 entre
ambas plataformas. Desde su desarrollo inicial en microarrays, la determinacién del PAM50 se
ha traslado a gRT-PCR y plataforma Nanostring (25,164,208). Esta ultima ya demostrdé una mayor

sensibilidad que las técnicas basadas en PCR, y una alta reproducibilidad (209,210).

La alta correlacion entre el PAM50 realizado por Nanostring y RNAseq pone de manifiesto la

robustez de la clasificacion, asi como la validez e intercambiabilidad de las dos plataformas
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utilizadas. Esto ultimo supone que los hallazgos del RNAseq puedan trasladarse a plataformas de
nCounter, mucho mds accesibles en la practica clinica habitual. La secuenciaciéon de RNA requiere
una tecnologia que no esta al alcance de muchos centros, y una importante inversién de tiempo
y dinero, tanto para su realizacién como para la interpretacién de sus datos. Por el contrario,
Nanostring permite el disefio de paneles de expresion génica con aplicabilidad y resultados de
manera casi inmediata, optimizando el tiempo y los recursos. El RNAseq es por tanto una
herramienta de investigacion generadora de hipdtesis, mientras que Nanostring representa la

aplicacion practica.

5.5. CLASIFICACION MOLECULAR DE LEHMANN (TNBCtype-4) Y RESPUESTA A QTNA:

La clasificacion gendmica del CMTN de Lehmann et al ha sido una de las que ha tenido mayor
impacto en la literatura. A partir de nuestros datos de RNAseq, evaluamos la distribucién y

capacidad predictiva de respuesta de la clasificacidn actualizada de Lehmann en nuestra serie.

5.5.1. Distribucidn de los subtipos:

La distribucion de subtipos del TNBCtype-4 en nuestra cohorte fue muy similar a la descrita
por Lehmann et al (48). Objetivamos que el subtipo BL1 era el mas frecuente, representando el
34,0% de las pacientes, y la combinacién de ambos subtipos basales, BL1 y BL2, alcanzé el 50-

55% de las pacientes. Por el momento, existen pocos estudios con la clasificacion actualizada de

150



DISCUSION

TNBCtype, y la mayor parte de la literatura disponible utiliza la clasificacion inicial en 6 subtipos
(46). En efecto, el analisis de mas de 350 tumores TN objetivd que la siguiente distribucion: 15%
BL1, 6% BL2, 20% IM, 8% LAR, 17% My 7% MSL. Esta distribuciéon es muy similar a la obtenida
entre las pacientes TN y basales por IHQ incluidas en el ensayo clinico GEICAM/2006-03

(173,211).

Cabe resaltar que un 7% de nuestros tumores se clasificaron como ER-positivos segun los
niveles de expresion del gen ESR1, a pesar de la definicién de TN utilizada para el reclutamiento
de nuestras pacientes, con <1% de expresion de RE y RP. Estos tumores clasificados como ER-
positivos no presentaron una asociacidon a ningun subtipo especifico por PAMS50. En otras series
se ha descrito hasta un 17% de tumores descartados por la herramienta TNBCtype tool en base

a los niveles de ESR1 (173).

Comparamos ademas la clasificacién mediante las dos plataformas génicas, PAM50 vy
TNBCtype-4, objetivando que los tumores BL por PAM50 se correspondian a BL1, BL2 y M por
TNBCtype, mientras que los tumores no-basales se correspondian en su mayoria a tumores LAR,
en acuerdo con lo previamente publicado (173,212). Se ha visto de forma repetida que el subtipo
LAR se compone principalmente de los tumores HER2E por PAM50, y es que a nivel de expresion
génica la expresion de HER2 se correlaciona con la expresién de genes de respuesta esteroidea,

encontrandose en un mismo cluster expresion ERBB2 y AR (185).
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5.5.2. Respuesta a la QTNA:

En nuestra serie de pacientes, objetivamos una asociacién estadisticamente significativa
entre el TNBCtype y la respuesta a la quimioterapia, siendo el subtipo BL1 el que alcanzé mayores
tasas de pCR (65,6%). Ademads, al considerar de forma conjunta pCR y RCB-I, se mantenia esta
tendencia, con BL1 alcanzando un 75% de respuesta. Aunque no todos los estudios coinciden en
encontrar un valor predictivo de respuesta del TNBCtype, el beneficio del subtipo BL1 en
términos de pCR si se ha descrito de forma consistente (173), aunque cabe resaltar que las
pacientes de nuestras cohortes obtuvieron mayores tasas de pCR que las descritas en otras series
(65,6% vs 40-55% con distintas combinaciones) (48,122). Parece ademds que este subtipo BL1 es
el que se asocia a una mejor supervivencia a largo plazo, con una SLE a 10 afios de alrededor del

60% (48).

Mientras que los datos sobre la mejor respuesta y supervivencia de las pacientes BL1 son
consistentes en la literatura, los datos para BL2 y LAR son mas controvertidos. En cuanto al BL2,
los datos iniciales indicaban que este subtipo de tumores podia ser un subtipo con una especial
guimiorresistencia, al presentar un 0% de pCR en los primeros estudios realizados (47). Por el
contrario, en nuestra serie, las pacientes BL2 alcanzan una pCR de 47,4%, la segunda mas alta en
nuestra cohorte de pacientes. Nuestros datos estan respaldados por varios estudios, en los que
la pCR se sitan en torno al 35-40% (122,211). En cuanto al subtipo LAR, aunque todos los
estudios coinciden en que es un subtipo con pobre respuesta al tratamiento, los datos sobre la
supervivencia a largo plazo son contradictorios, con algunos estudios situandolo como el de

mejor y peor prondstico respectivamente (47,48,212).
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Ademas de haber pocos datos sobre la respuesta al tratamiento con la nueva clasificacion
TNBCtype-4, hay muy poca evidencia sobre la capacidad predictiva de TNBCtype en CMTN
tratado sin antraciclinas y con sales de platino. En un ensayo clinico fase 2 que evaluaba la adicidn
de everolimus a cisplatino y paclitaxel neoadyuvante, se realizé el TNBCtype en 48 de sus
pacientes, obteniendo unas tasas de pCR similares a las nuestras a pesar de su pequefio tamano

muestra y de incluir el subtipo MSL, retirado de la nueva clasificacion (122). Tabla 21.

Tabla 21. Respuesta a neoadyuvancia en funcién de TNBCtype-4
N Treatment TNBCtype-4 % pCR rates
LEHMANN 2016 | 306 AT BL1 110 (35,9%) 46 (41,8%)
(COMBINED BL2 67 (21,9%) 12 (17,9%)
ANALYSIS) M 77 (25,2%) 29 (37,7%)
LAR 52 (17,0%) 15 (28,8%)
JOVANOVIC 48 CDDP- BL1 15 (31%) 8 (53%)
2017 Paclitaxel BL2 3 (6%) 1(33%)
+/- M 15 (31%) 7 (47%)
Everolimus MSL 9 (19%) 1(33%)
LAR 4 (8%) 1(33%)
NCT 01560663 | 94 TCbx 6 BL1 32 (34,0%) (65,6%)
BL2 19 (20,2%) (47,4%)
M 23 (23,4%) (36,4%)
LAR 14 (14,7%) (21,4%)
ER+ 7 (7,4%) (14,3%)

5.6. RESPUESTA A QTNA SEGUN MUTACION EN GENES DE RECOMBINACION HOMOLOGA:

5.6.1. Frecuencia y caracteristicas de las pacientes con mutacion:

En nuestro estudio evidenciamos un 11.7% de mutaciones entre nuestras pacientes TN, una

frecuencia de mutaciones algo menor de la descrita en la literatura.
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A nivel gendmico, objetivamos que las pacientes portadoras de mutacién en BRCA1/2
eran todas basales por PAM50 (58), mientras encontrdbamos una mayor heterogeneidad al

aplicar la el TNBCtype-4, con 30% de las pacientes BL1, 40% BL2 y 30% M .

Existen pocos datos en la literatura sobre el subtipo molecular de las pacientes portadoras de
mutacion. En una cohorte de pacientes con CMTN, se objetivd que entre las portadoras de
mutacién en BRCA, un 71.4% (5/7) tenian tumores basales por PAM50; y un 42,9% de BL1, 28,6%
de My 14,3% de MSL e inestables segun el TNBCtype-4, respectivamente (130). Por su parte, Telli
et al, entre 11 pacientes con CMTN y mutacién en BRCA1/2, encontraron la siguiente
distribucién: 9,1% BL1, 36,4% IM, 18,2% M, 9,1% MSL y 27,3% inestables (117). Al igual que al
considerarlo de forma global, no objetivamos diferencias en la respuesta patolédgica dentro de

cada uno de los subtipos en funcién del estado mutacional.

Existe ademas evidencia de que los tumores con mayor carga mutacional se asocian a mejores
pCR. Se ha objetivado que los tumores con deficiencias en BRCA se asocian a mayor carga

mutacional y mayor infiltracion linfocitaria secundaria (196).

5.6.2. Respuesta al tratamiento segun estado mutacional:

En nuestra cohorte de pacientes analizamos la respuesta a QT en funcién del estado
mutacional de un panel de 7 genes implicados en reparacién homdloga. No identificamos

diferencias en la respuesta entre estos dos grupos de pacientes, con una tasa de pCR de 50% para
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las pacientes portadoras y 47,3% para las no mutadas, aunque el bajo nimero de mutaciones en

la muestra (n=10) podria dificultar encontrar diferencias significativas.

La respuesta diferencial a fdrmacos quimioterapicos segun el estado mutacional de BRCA se
conoce desde hace tiempo, y, en especial, la especial quimiosensibilidad de los tumores BRCA
mutados a las sales de platino. Dos estudios avalan la mayor respuesta de los CMTN metastasicos
asociados a mutacién en BRCA a las sales de platino en monoterapia. En el estudio TNT, se
evidenciaron unas tasas de respuesta significativamente mayores con carboplatino frente a
docetaxel en pacientes portadoras de mutacion (68,0% vs 33,3%, p=0,03), sin diferencias
significativas en la respuesta a dichos fdrmacos en pacientes sin mutacion (28,1% vs 36,6% para
carboplatino y docetaxel respectivamente, p=0,16). En este estudio no se objetivaron sin
embargo diferencias en la respuesta a estos farmacos en funcidn de la escala de recombinacién
homdloga (101). De la misma manera, en un estudio con carboplatino o cisplatino en 12 0 22 linea
de enfermedad avanzada, se objetivd una mayor respuesta a tratamiento entre las pacientes
portadoras de mutacién (54,5% vs 19,7%, p=0,022), aunque este beneficio no se trasladé a SLP
ni SG. En este caso, si se objetivd un aumento de las respuestas en las pacientes con alteraciones
de las vias de reparacion homadloga (130). Por el contrario, se ha objetivado que los tumores TN
con rasgos “BRCAness” se asociaban a una peor respuesta a quimioterapia neoadyuvante con
taxanos, objetivandose tasas de pCR del 14,3% en las TN/BRCAness frente al 77,8% de las TN/no-

BRCAness (p=0,007) (213).

Estos hallazgos se trasladan al escenario neoadyuvante, al objetivar tasas de pCR altas en

pacientes tratadas con sales de platino en monoterapia. En efecto, al administrar cisplatino en

155



DISCUSION

monoterapia en CMTN, se objetivd que, aunque la tasa global de pCR era del 22%, las 2 pacientes
incluidas con mutacién en BRCA la alcanzaron (102). Estos resultados propiciaron la realizacion
de un estudio centrado en pacientes con CMTN y portadoras de mutacion, en las que se alcanzé
una pCR del 61% (103). Estas tasas de pCR son significativamente mayores que las obtenidas con

esquemas de QT sin sales de platino en pacientes portadoras de mutacion (104).

Sin embargo, en la mayor parte de los casos, las sales de platino no se usan en monoterapia
sino en combinaciéon con otros farmacos. Los datos sobre la respuesta diferencial en portadoras

de mutacion son aqui mas controvertidos.

Por un lado, en varios estudios no se ha objetivado un beneficio del tratamiento con
carboplatino en pacientes portadoras de mutacién frente a pacientes sin mutacion. En primer
lugar, en un andlisis conjunto de esta cohorte de pacientes y pacientes de la Universidad de
Kansas (n=190 pacientes), no se identificaron diferencias en la respuesta a carboplatino y
docetaxel, con una pCR de 59% y 56% para las pacientes BRCA-mutadas y BRCA-nativas (p=0,83)
(111). Por su parte, en el ensayo GEPARSIXTO, la adicion de carboplatino aumenté de forma
significativa la pCR en las pacientes BRCA-nativas (50,8% vs 33,1%, p=0,005), sin lograr alcanzar
la significacion en las portadoras de mutacion (61,5% vs 50,0%, p=0,41) (109). La combinacidon de
carboplatino y eribulina neoadyuvantes no encontré diferencias significativas en las tasas de pCR
entre pacientes mutadas y no mutadas, aunque el bajo tamafio muestral dificulta la
interpretacion de este estudio. Por el contrario, la escala de recombinacién homdloga (HRD

score) si se asocio de forma significativa a la consecucion de una pCR en estas pacientes (121).
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No obstante, en otros estudios si se ha objetivado un mayor beneficio del tratamiento
neoadyuvante en pacientes portadoras de mutacion. En el ensayo PrECOG0105 de combinacién
de carboplatino, gemcitabina e iniparib neoadyuvante, la mutacién en BRCA1/2 se asocid a un
incremento significativo de las tasas de pCR (50% vs 24%, p=0,04) y pCR+RCB-I (75% vs 48%,
p=0,037). En este ensayo se evidencid ademas una mayor tasa de respuestas en las pacientes con
valores altos en el HRD score: 66% pCR+RCB-lI en pacientes con niveles altos de la escala o
mutacion en BRCA vs 8% en aquellas con valores bajos y sin mutacion (117). Telli et al evalio este
HRD score en varios estudios, objetivando pCR significativamente mayores en aquellas pacientes
con deficiencia en la recombinacién homdloga, tanto en pacientes tratadas con cisplatino en
monoterapia como en combinacién e independientemente del estado mutacional de BRCA. El
HRD score demostrd un alto valor predictivo de pCR en estas pacientes, con unas AUC en torno
a 0,75. Se ha evidenciado ademas una alta correlacidon entre el HRD score y la presencia de
mutacion (129). Jovanovic et al, en su estudio de cisplatino, taxol con o sin everolimus,
evidenciaron un enriquecimiento de mutaciones en linea germinal de genes implicados en
reparacion homologa en pacientes respondedoras (pCR y casi-pCR) que en las no respondedoras,
71% vs 31%, (p<0,01) (122). Se ha objetivado asimismo un beneficio en supervivencia de la
adicion de agentes alquilantes a dosis densas (carboplatino, ciclofosfamida y thiotepa) a
guimioterapias convencionales en las pacientes con fenotipo BRCA (214). Se ha descrito la
adquisicidon de una nueva mutacion en BRCA1 durante el tratamiento, que reinstauraba el marco
de lectura y restablecia la funcién de BRCA1, como mecanismo de resistencia adquirida al

tratamiento (215).
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Se ha visto de forma repetida que no hay diferencias en la pCR o supervivencia en
pacientes con CMTN tratadas con antraciclinas y taxanos en funcién de su estado mutacional o
fenotipo BRCA-like (216). Si se ha descrito un beneficio de antraciclinas y taxanos a dosis densas
(61% vs 39% en las no mutadas, p=0,007), sin diferencias en SLE (217). Lo que si que se vio es que
aquellos tumores cuya enfermedad residual mantenia el fenotipo BRCA1-Like asociaban un peor

pronodstico que los tumores esporadicos (218).

En cuanto al impacto prondstico de las mutaciones en BRCA1/2 en pacientes TN, no se
objetivaron diferencias en el patréon de recidivas a distancia, SLED y SG entre pacientes

portadoras y no portadoras (57).

Por tanto, hay datos controvertidos sobre el potencial valor predictivo de las mutaciones en
BRCA o genes relacionados. En nuestro caso y otras series parecidas tratadas con la combinacién
de docetaxel y carboplatino, no objetivamos diferencias en la respuesta a QTNA segun el estado
mutacional de estos genes (111). Esta ausencia de diferencias en la respuesta podria explicarse
por la complementariedad del mecanismo de accién de docetaxel y carboplatino, que rescatarian
tanto a las pacientes portadoras de mutacidn como a las no portadoras, ya que docetaxel parece
mas activo en pacientes sin mutacion, y, al contrario, carboplatino en las pacientes portadoras
de mutacién. Ademas, parece que hasta un 40-50% de los tumores BRCA-nativos pueden
conllevar deficiencias en la recombinacién homodloga, por lo que el beneficio de los platinos

podria extenderse asimismo a esta poblacidn de pacientes.
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5.7. PUNTOS FUERTE Y LIMITACIONES DE NUESTRO ESTUDIO:

Este estudio demuestra por tanto el valor predictivo de respuesta del subtipo intrinseco por
PAMS50 en una serie de pacientes tratadas homogéneamente con carboplatino y docetaxel
neoadyuvante. Estos datos son novedosos y relevantes, puesto que no existe apenas informacién
sobre el papel del PAM50 vy los factores predictivos de respuesta a QTNA en CMTN tratado con
esta combinacidn. El analisis de expresion génica diferencial aporta informacion importante, con
el enriquecimiento de genes de respuesta inmune y proliferacion en las pacientes
respondedoras. Presentamos ademas datos novedosos sobre el valor predictivo de respuesta de
la clasificacion actualizada de Lehmann (TNBCtype-4) y de su distribucién en pacientes con

mutacion en genes de recombinacién homodloga.

Sin embargo, este estudio también tiene sus limitaciones. En primer lugar, el tamano
muestral es limitado, lo que limita la potencia para los analisis, sobre todo para aquellos con
distribuciones mas desiguales de los comparadores, como los analisis de quimio-resistencia
(n=12), comparaciones entre portadoras (n=10) y no-portadoras de mutacién, pero, sobre todo,
para los andlisis de expresién génica. El andlisis de una cohorte posterior de validacion aportara
sin duda mayor robustez a los hallazgos de esta tesis doctoral. Por otro lado, aunque realizamos
un analisis en profundidad de la transcriptdmica de los tumores, sabemos que hay muchos otros
factores implicados en la carcinogénesis y respuesta al tratamiento, como las mutaciones a nivel
somatico, alteracion en nlimero de copias y regulacién epigenética entre otros. El analisis

mutacional de este panel de genes de recombinacion homdloga es asimismo limitado.
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5.8. PLANES FUTUROS:

Aungue con este trabajo objetivamos el valor predictivo de respuesta de PAMS50 (BL vs no-BL),

guedan aun muchas cuestiones por resolver:

En primer lugar, valorar el impacto prondstico a largo plazo de la clasificacion molecular
por PAM50. Aunque la pCR es un buen subrogado de supervivencia, sabemos que no
todas las pacientes con pCR se van a encontrar libres de enfermedad, y, por el contrario,
no todas las pacientes con enfermedad residual van a tener mal prondstico. Lograr
identificar a las pacientes libres de enfermedad a distancia a largo plazo es sin duda el
objetivo con una mayor validez en la practica clinica. En nuestro caso, con una mediana
de seguimiento de 35 meses, no podemos todavia realizar estos analisis, pero el analisis
futuro de estos datos aportara sin duda informacién de gran utilidad.

Por otro lado, el valor predictivo y prondstico de la infiltracion por TILs, asi como su
correlacidn con la expresion de firmas génicas inmunes ofreceran informacién de gran
interés. Estos analisis ya estan en marcha.

El analisis de expresién diferencial de isoformas, es decir, variantes del splicing
alternativo, asociados a respuesta o resistencia a tratamiento, aportard asimismo
informacién adicional.

La evaluacién de la enfermedad residual tras neoadyuvancia, tanto a nivel de PAM50,
expresion génica, ki67 y TlLs, y su asociacion con el prondstico a largo plazo es otro analisis
gue podria tener un gran impacto en la busqueda de nuevas dianas en las pacientes en

las que se concentra el mayor nimero de futuras recaidas.
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e Por ultimo, serd interesante evaluar la concordancia del subtipo intrinseco y perfil de
expresion génica entre tumor primario y enfermedad residual tras neoadyuvancia, con el

fin de evaluar los cambios gendmicos ocurridos en el tumor tras la exposicién a QTNA.
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El subtipo intrinseco basal-like se asocia de forma significativa a una mayor tasa de
respuestas completas patoldgicas con el tratamiento neoadyuvante basado en
carboplatino y docetaxel en cdncer de mama triple negativo. La determinacién del PAMS50
incrementa el poder predictivo de los factores histopatoldgicos.

La correlacion a los centroides basal y luminal A, presenta una asociacion
estadisticamente significativa positiva y negativa respectivamente, con la respuesta
completa patolégica tras quimioterapia neoadyuvante basada en TCb. No se objetiva por
el contrario valor predictivo en la poblacion BL por separado.

El “Proliferation Score” (PS) y “Risk of Recurrence” (ROR) se asocian de forma positiva
estadisticamente significativa a la respuesta a QTNA con TCb en la poblacién de CMTN
global, perdiendo este valor predictivo al considerar los tumores BL por separado.

El subtipo intrinseco no-basal y la correlacion al centroide basal son los Unicos factores
asociados a la quimiorresistencia (RCB-III) a QTNA con TCb.

Existe una alta correlacién entre el PAM50 determinado por nCounter (Nanostring
Technologies) y RNAseq, pudiéndose considerar ambas técnicas equiparables a nivel
técnico y siendo el nCounter una plataforma mucho mas practica.

Existen diferencias en el perfil de expresidn génica entre pacientes respondedoras y no-
respondedoras, con un enriquecimiento en genes de respuesta inmune y proliferacion
entre las pacientes que alcanzan la pCR.

La clasificacion molecular de Lehmann et al tiene valor predictivo de respuesta, siendo el
subtipo BL1 el que alcanza una mayor tasa de pCR en pacientes tratadas con QTNA con

TCb.
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8. La mutacién en genes de recombinacion homodloga no se asocia a diferencias en la

respuesta a QTNA con TCb en nuestra serie.
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8.1. Anexo 1. Tabla de genes de PAM50.
ACTR3B Actin-related protein 3-beta
ANLN Anillin, actin binding protein (scraps homolog, Drosophila)
BAG1 BCL2-associated athanogene
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2
BIRC5 Baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin)
BLVRA Biliverdin reductase A
CCNB1 Cyclin B1
CCNE1 Cyclin E1
CDC20 CDC20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)
CDC6 CDC6 cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae)
CDCA1 Cell division cycle associated 1 (S. cerevisiae)
CDH3 Cadherin 3, type 1, P-cadherin (placental)
CENPF Centromere protein F, 350/400ka (mitosin)
CEP55 Chromosome 10 open reading frame 3
CXXC5 CXXC finger 5
EGFR Epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) oncogene homolog, avian)
ERBB2 Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2
ESR1 Estrogen receptor 1
EXO1 Exonuclease 1
FGFR4 Fibroblast Growth Factor Receptor 4
FOXA1 Forkhead box Al
FOXC1 Forkhead box C1
GPR160 G protein-coupled receptor 160
GRB7 Growth Factor Receptor Bound Protein 7
KIF2C Kinesin family member 2C
KNTC2 Kinetochore associated 2
KRT14 Keratin 14 (epidermolysis bullosa simplex, Dowling-Meara, Koebner)
KRT17 Keratin 17
KRT5 Keratin 5 (epidermolysis bullosa simplex, Dowling-Meara/Kobner/Weber-Cockayne types)
MAPT Microtubule Associated Protein Tau
MDM2 Mdm2, transformed 3T3 cell double minute 2, p53 binding protein (mouse)
MELK Maternal embryonic leucine zipper kinase
MIA Melanoma inhibitory activity
MKI67 Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
MLPH Melanophilin
MMP11 Matrix Metallopeptidase 11
MYBL2 V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like 2
MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
NAT1 N-acetyltransferase 1 (arylamine N-acetyltransferase)
ORC6L Origin recognition complex, subunit 6 homolog-like (yeast)
PGR Progesterone receptor
PHGDH Phosphoglycerate dehydrogenase
PTTG1 Pituitary tumor-transforming 1
RRM2 Ribonucleotide reductase M2 polypeptide
SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1
SLC39A6 Solute carrier family 39 (zinc transporter), member 6
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TMEMA45B Transmembrane Protein 45B

TYMS Thymidylate synthetase

UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2C

UBE2T ubiquitin-conjugating enzyme E2T (putative)

8.2.  Vias génicas diferencialmente expresadas entre pacientes con pCR y RD.

NGenes Correlation Direction PValue FDR
KEGG_SYSTEMIC_LUPUS_ERYTHEMATOSUS 116 0.01 Up 4.19E-20 7.80E-18
KEGG_ALLOGRAFT_REJECTION 32 0.01 Up 3.97E-13 3.69E-11
KEGG_GRAFT_VERSUS_HOST_DISEASE 32 0.01 Up 2.48E-11 1.54E-09
KEGG_AUTOIMMUNE_THYROID_DISEASE 32 0.01 Up 1.81E-10 8.43E-09
KEGG_INTESTINAL_IMMUNE_NETWORK_FOR_IGA_PRODUCTION 39 0.01 Up 3.46E-10 1.29E-08
KEGG_PRIMARY_IMMUNODEFICIENCY 31 0.01 Up 1.26E-09 3.90E-08
KEGG_DNA_REPLICATION 36 0.01 Up 3.55E-09 9.43E-08
KEGG_ANTIGEN_PROCESSING_AND_PRESENTATION 61 0.01 Up 1.07E-08 2.48E-07
KEGG_TYPE_I_DIABETES_MELLITUS 38 0.01 Up 1.22E-08 2.51E-07
KEGG_LEISHMANIA_INFECTION 69 0.01 Up 6.28E-08 1.17E-06
BIOCARTA_TCRA_PATHWAY 11 0.01 Up 4.24E-08 9.20E-06
BIOCARTA_NO2IL12_PATHWAY 17 0.01 Up 1.96E-07 2.12E-05
KEGG_ASTHMA 21 0.01 Up 1.61E-06 2.73E-05
BIOCARTA_CTL_PATHWAY 13 0.01 Up 5.00E-07 3.62E-05
BIOCARTA_THELPER_PATHWAY 12 0.01 Up 3.45E-06 0.00019
BIOCARTA_TCYTOTOXIC_PATHWAY 12 0.01 Up 5.31E-06 0.00023
BIOCARTA_BLYMPHOCYTE_PATHWAY 11 0.01 Up 1.59E-05 0.00050
BIOCARTA_CTLA4_PATHWAY 18 0.01 Up 1.62E-05 0.00050
BIOCARTA_TH1TH2_PATHWAY 17 0.01 Up 1.98E-05 0.00054
BIOCARTA_NKT_PATHWAY 25 0.01 Up 2.23E-05 0.00054
BIOCARTA_IL12_PATHWAY 21 0.01 Up 4.47E-05 0.00097
KEGG_CYTOSOLIC_DNA_SENSING_PATHWAY 41 0.01 Up 7.87E-05 0.00113
KEGG_CHEMOKINE_SIGNALING_PATHWAY 169 0.01 Up 8.69E-05 0.00116
KEGG_PYRIMIDINE_METABOLISM 97 0.01 Up 0.00014 0.00170
KEGG_T_CELL_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY 102 0.01 Up 0.00015 0.00171
KEGG_CELL_ADHESION_MOLECULES_CAMS 124 0.01 Up 0.00017 0.00171
KEGG_VIRAL_MYOCARDITIS 65 0.01 Up 0.00018 0.00174
BIOCARTA_DC_PATHWAY 15 0.01 Up 9.40E-05 0.00186
KEGG_CELL_CYCLE 124 0.01 Up 0.00020 0.00189
BIOCARTA_TCAPOPTOSIS_PATHWAY 9 0.01 Up 0.00011 0.00192
KEGG_NATURAL_KILLER_CELL_MEDIATED_CYTOTOXICITY 104 0.01 Up 0.00022 0.00194
BIOCARTA_ASBCELL_PATHWAY 10 0.01 Up 0.00012 0.00198
KEGG_HEMATOPOIETIC_CELL_LINEAGE 73 0.01 Up 0.00026 0.00211
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KEGG_PROTEASOME 42 0.01 Up 0.00033 0.00251
KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION 208 0.01 Up 0.00034 0.00251
KEGG_HOMOLOGOUS_RECOMBINATION 28 0.01 Up 0.00044 0.00314
BIOCARTA_MCM_PATHWAY 18 0.01 Up 0.00021 0.00320
KEGG_SPLICEOSOME 126 0.01 Up 0.00067 0.00445
BIOCARTA_IL2_PATHWAY 21 0.01 Up 0.00034 0.00496
BIOCARTA_IL2RB_PATHWAY 38 0.01 Up 0.00072 0.00971
BIOCARTA_TALL1_PATHWAY 15 0.01 Up 0.00093 0.01185
BIOCARTA_SET_PATHWAY 11 0.01 Up 0.00105 0.01200
BIOCARTA_CSK_PATHWAY 20 0.01 Up 0.00100 0.01200
BIOCARTA_RANMS_PATHWAY 10 0.01 Up 0.00141 0.01527
BIOCARTA_IL5_PATHWAY 7 0.01 Up 0.0017 0.01881
BIOCARTA_GRANULOCYTES_PATHWAY 13 0.01 Up 0.00199 0.01881
BIOCARTA_IL22BP_PATHWAY 15 0.01 Up 0.00197 0.01881
BIOCARTA_SRCRPTP_PATHWAY 11 0.01 Up 0.00253 0.02289
BIOCARTA_IL3_PATHWAY 14 0.01 Up 0.00363 0.03149
BIOCARTA_MONOCYTE_PATHWAY 11 0.01 Up 0.00485 0.04051
BIOCARTA_IL10_PATHWAY 17 0.01 Up 0.00511 0.04104
BIOCARTA_CYTOKINE_PATHWAY 12 0.01 Up 0.00577 0.04474
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8.3. Anexo 3. Correlacion de genes individuales de PAMO entre RNAseq y Nanostring.
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8.4. Anexo 4. Publicaciones relacionadas con la tesis doctoral

"Intrinsic subtype and response to neoadjuvant chemotherapy with carboplatin and
docetaxel in triple-negative breast cancer". I. Echavarria Diaz-Guardamino, S. Lépez-
Tarruella, J. A. Garcia-Sdenz, H. Gdmez Moreno, F. Moreno, Y. Jerez, H. Fuentes, |I.
Marquez-Rodas, M. Cebollero, M. del Monte-Millan, A. Picornell, T. Massarrah, A.
Barnadas, A. Prat, A. Ballesteros Garcia, R. Colomer Bosch, B. Peldez, M. Gonzalez-Rivera,
C. M. Perou, M. Martin. ESMO 2016, October 7-11, 2016. Copenhagen, Denmark. Ann
Oncol 2016;27:suppl 6-188P.

Envio de comunicaciones a proximos congresos:

Congreso de la Sociedad Europea de Oncologia Médica 2017 (ESMO 2017):

Pathological response in a triple-negative breast cancer cohort treated with neoadjuvant
carboplatin and docetaxel according to Lehmann’s refined classification (TNBCtype-4). I.
Echavarria Diaz-Guardamino, A.C. Picornell, S. Lépez-Tarruella, Y. Jerez, K. Hoadley, E.
Alvarez, M. del Monte-Millan, J. Gayarre, R. Ramos-Medina, T. Massarrah, |. Ocana, M.
Cebollero, F. Moreno Antén, J.A. Garcia-Saenz, H. Gomez Moreno, H. Fuentes, A.l.
Ballesteros Garcia, U. Bohn Sarmiento, C. Perou, M. Martin.

Breast cancer PAMS50 subtypes: correlation between RNA-Seq and multiplexed gene
expression platforms. A. C. Picornell, I. Echavarria Diaz-Guardamino, E. Alvarez, S. Lépez-
Tarruella, Y. Jerez, K. Hoadley, J. Parker, M. del Monte-Millan, R. Ramos-Medina, J.
Gayarre, I. Ocanan, M. Cebollero, T. Massarrah, F. Moreno, J. A. Garcia-Saenz, H. Gdmez,

A. Ballesteros, M. Ruiz Borrego, C. M. Perou, M. Martin.

Congreso de la Sociedad Espariola de Oncologia Médica (SEOM 2017):

“Analisis de expresion génica diferencial tras quimioterapia neoadyuvante con

carboplatino y docetaxel en cancer de mama triple negativo”. Isabel Echavarria Diaz-
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Guardamino, Sara Lépez-Tarruella, Antonio Picornell, Yolanda Jerez, José Angel Garcia-
Sdenz, Fernando Moreno, Enrique Alvarez, Maria del Monte Millan, Charles M. Perou,

Miguel Martin.
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