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RESUMEN

Tradicionalmente, las decisiones terapéuticas tanto del cancer de mama precoz
como de los estadios avanzados se han basado en los marcadores predictivos del tumor
primario, tales como el receptor de estrégeno (RE), el receptor de progesterona (RPg) y
el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), asumiendo que
éstos permanecian inmutables a nivel de la recaida metastasica.

El objetivo general de esta tesis era investigar si el estado de los receptores HER2,
RE y RPg realmente puede cambiar durante la progresidon del cancer de mama y
profundizar en las causas y en el impacto clinico de dichos cambios. El objetivo principal
era determinar la tasa de conversidn de los receptores HER2, RE y RPg entre los tumores
primarios de mama y sus respectivas lesiones metastasicas.

Se incluyeron pacientes con cancer de mama localmente recidivante o metastasico
de 31 hospitales espafioles, bien en primera recaida o tras sucesivas progresiones de la
enfermedad, que disponian de una muestra apropiadamente conservada de su tumor
primario y tenian programada una biopsia de una lesion supuestamente recidivante o
metastdsica. Se determind el estado de los receptores hormonales y HER2 mediante
inmunohistoquimica e hibridacidn in situ fluorescente en muestras pareadas (tumor
primario — metastasis) de forma ciega y utilizando la misma metodologia en un
laboratorio central para minimizar la variabilidad inherente a las técnicas de analisis.
Estos resultados se compararon con las determinaciones realizadas en las instituciones
locales.

En total se incluyeron 196 pacientes, excluyéndose a 12 pacientes de la poblacion
evaluable por incapacidad para realizar la biopsia (n=4) o bien porque los resultados de
la biopsia correspondieron a tejido normal (n=3), enfermedad benigna (n=3) o una
segunda neoplasia (n=2). Las tasas de conversion de los receptores determinados en el
laboratorio central, aun siendo menores que las determinadas en los laboratorios
locales, eran clinicamente significativas (HER2: 3% vs 16%, RE: 13% vs 21%, RPg: 28% vs
35%, respectivamente). Al comparar los resultados de los laboratorios locales y el
central, hubo una buena concordancia en la determinacion de HER2 tanto en el tumor
primario como en las metdstasis, y en la expresion del RE en las metastasis, mientras
que el RE en el tumor primario y el RPg mostraron una modesta concordancia.

Los oncdlogos modificaron sus planes terapéuticos en el 31% de las pacientes cuyo
subtipo tumoral habia cambiado en la metdstasis. Estos resultados refuerzan la
recomendacion de realizar biopsias confirmatorias de las metdstasis de cancer de
mama, no sélo para evitar un diagndstico erréneo de recaida, sino también para
identificar cambios en los biomarcadores con la posibilidad de optimizar el tratamiento
adaptandolo al perfil bioldgico de la enfermedad metastasica.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades del cancer de mama

En 2010, 1,6 millones de mujeres fueron diagnosticadas de cancer de mama a nivel
mundial, casi tres veces mas que en 1980, lo que convierte al cancer de mama en el
tumor maligno mas frecuente en la poblacién femenina. En 2012 se diagnosticaron en
Espana 25.215 canceres de mama, lo que representa un 29% de todos los canceres
diagnosticados en las mujeres. Ademas, el cancer de mama representa la primera causa
de muerte por cancer en la poblaciéon femenina espanola, contabilizando un 15,5% del
total de fallecimientos por cancer.

El cdncer de mama se clasifica actualmente en cuatro o cinco subtipos moleculares
determinados en la practica clinica mediante andlisis inmunohistoquimicos (IHQ) del
receptor estrogénico (RE), receptor de progesterona (RPg) e indice de proliferacién
celular (medido por la expresion de la proteina Ki-67) junto al analisis IHQ o hibridacidn
in situ (ISH) del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). De esta
manera quedan definidos cinco subtipos clinicamente Utiles como el luminal A (RE- y/o
RPg-positivo/HER2-negativo y Ki-67 bajo), luminal B (RE- y/o RPg-positivo/HER2-
negativo y Ki-67 alto), luminal B/HER2 (RE- y/o RPg-positivos/HER2-positivo), HER2
(HER2-positivo/RE- y RPg-negativos) y triple negativo (RE-negativo/RPg-negativo y
HER2-negativo) con diferentes caracteristicas moleculares, diferente prondstico y
recomendaciones terapéuticas especificas.

El cancer de mama localizado se trata habitualmente mediante la extirpacion
quirurgica. A menudo se administra posteriormente un tratamiento adyuvante o
complementario para erradicar posibles micrometdstasis diseminadas y reducir el riesgo
de recaida del cancer de mama. Los tratamientos adyuvantes mas importantes son la
radioterapia, la quimioterapia, el tratamiento dirigido anti-HER2 y la hormonoterapia. A
las pacientes con cancer de mama localmente avanzado se les ofrece un tratamiento
preoperatorio o neoadyuvante de quimioterapia, terapia anti-HER2 u hormonoterapia
(segun el subtipo tumoral) para reducir la extensidn del tumor y facilitar el tratamiento
quirdrgico. Sin embargo, el tratamiento neoadyuvante también es un tratamiento
estdndar para las pacientes con cancer de mama operable con la ventaja, respecto al
mismo tratamiento adyuvante o postoperatorio, que permite adaptar el tratamiento en
funcidn de la respuesta obtenida. La revision Cochrane de 2007 no demostré diferencias
significativas en la supervivencia global (SG) entre las pacientes que recibieron
quimioterapia pre- o postoperatoria.1
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La supervivencia a 5y 10 afios de las pacientes con cancer de mama ha aumentado
progresivamente durante los ultimos 30 afos. Es poco probable que esta mejoria de la
supervivencia se deba a las mejores técnicas quirurgicas, ya que las recomendaciones
actuales abogan por extirpaciones mds conservadoras, sino mas bien a la detecciéon mas
temprana a través de programas de cribado mamografico y por el uso extendido de
tratamientos adyuvantes cada vez mas eficaces. Hace unas dos décadas se iniciaron los
programas poblacionales de deteccidn precoz de cancer de mama para mujeres entre
50y 70 afios, tras la publicacidon de varios estudios aleatorizados que demostraron una
reduccién de la mortalidad por cancer de mama.’

Por otro lado, periddicamente se han ido publicando las revisiones sistematicas de
Oxford realizadas por el Early Breast Cancer Trialists” Collaborative Group (EBCTCG)
basadas en metanalisis de los datos individuales de las pacientes incluidas en todos los
estudios prospectivos y aleatorizados de tratamiento adyuvante. La actualizacion del
metanalisis de 2011 demostraba que la quimioterapia adyuvante reducia en un 30% el
riesgo de mortalidad por cancer de mama a 10 afios.> Ademas, en las pacientes con
tumores que expresaban el receptor estrogénico (RE) o RE-positivos, 5 afios de
tamoxifeno reducia en un tercio la mortalidad por cancer de mama tras 15 afios de
seguimiento.” Datos mas recientes indican que 10 afios de tamoxifeno aportan un
beneficio discretamente mayor. A su vez, los inhibidores de aromatasa reducen la tasa
de recaida en un 30% y la tasa de mortalidad por cancer de mama a 10 afios en un 15%
respecto a tamoxifeno en mujeres postmenopdusicas; por lo tanto reducen
aproximadamente en un 40% el riesgo de muerte respecto a no administrar ningun
tratamiento hormonal.” Y en las pacientes con tumores que sobreexpresan el receptor
HER2 la combinacién de trastuzumab con quimioterapia adyuvante produce un
significativo beneficio en supervivencia libre de enfermedad (SLE; riesgo relativo
[RR]=0.69) y en supervivencia global (SG; RR=0.78) comparado con quimioterapia sola.°
Finalmente, la radioterapia postoperatoria reducia tanto el riesgo de recaida local a 10
afios como el riesgo de mortalidad por cancer de mama a 15 afios.’

La decisién de administrar un tratamiento (neo)-adyuvante a una paciente particular
se basa en el prondstico de la paciente y en los biomarcadores predictivos determinados
a partir del tejido del tumor de mama primario. Los factores prondsticos y predictivos
actualmente utilizados en la practica clinica que nos permiten estimar el riesgo de
recaida y de muerte y el potencial beneficio del tratamiento adyuvante son el tamaiio
del tumor, la afectacidon ganglionar, el grado y tipo histoldgicos, la edad, el estado de los
receptores RE, RPg y HER2, y el indice de proliferacion celular (determinado por la
expresion de la proteina Ki-67).2

Aun asi, a pesar de los indudables logros conseguidos con los tratamientos
adyuvantes, aproximadamente el 20 % de todas las pacientes con cancer de mama
localizado sufrird una recaida y la mayoria de ellas morira como consecuencia de la
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enfermedad metastasica. Anteriormente, el diagndstico de la recaida del cdncer de
mama se basaba con frecuencia en una combinacién de signos clinicos y/o radiolégicos
y no siempre se confirmaba la recidiva con un diagndstico anatomopatoldgico. Aun hoy
en dia el tratamiento sistémico de la enfermedad metastasica y/o de la recidiva local se
basa en la evaluacion de biomarcadores del tumor primario. Los receptores RE, RPg y
HER2 son de particular interés ya que son predictores importantes de la sensibilidad al
tratamiento hormonal y a las terapias anti-HER2, respectivamente. Sin embargo, datos
emergentes indican un cierto nivel de discordancia de RE, RPg y HER2 entre el tumor
primario y sus metastasis correspondientes, e incluso algunos estudios han encontrado
un valor prondstico de tales cambios en el estado de los receptores. Actualmente las
guias clinicas tanto nacionales (SEOM)® como internacionales (ESMO guidelines,lo'“
National Comprehensive Cancer Network [NCCN v.2.2016]" y ASCO™) han incorporado
la recomendacion de biopsiar una posible recaida, siempre que sea posible, en pacientes
con cancer de mama. A pesar de estas recomendaciones (basadas en dos estudios
clinicos prospectivos y una larga lista de estudios retrospectivos), la confirmacién de una
lesidon recidivante mediante biopsia a menudo no se realiza sistematicamente en
algunas instituciones como parte de la rutina clinica. Las biopsias pueden confirmar el
diagnostico, revelar segundos tumores malignos o condiciones benignas, asi como
demostrar cambios en la expresién de los biomarcadores utilizados clinicamente como
RE, RPg y HER2, cambiando el manejo clinico en una de cada 6-7 pacientes.

El tratamiento sistémico del cancer de mama metastasico (estadio IV) prolonga la
supervivencia y mejora la calidad de vida, pero por regla general no es curativo. Las
pacientes con cancer de mama metastasico se estratifican en funcion de la presencia o
no de metastasis dseas, ya que el tratamiento con agentes moduladores de hueso
(bisfosfonatos, denosumab) reduce el riesgo de complicaciones esqueléticas. Al mismo
tiempo estos dos subgrupos de pacientes se estratifican adicionalmente por el estado
de los receptores hormonales y HER2 del tumor. Las pacientes con tumores con
receptores hormonales RE y/o RPg-positivos son candidatas a un primer tratamiento
sistémico de tipo hormonal, que a su vez dependera del estado hormonal de la mujer
(pre-, peri- o postmenopausica). Las pacientes con tumores con receptores hormonales
(RH)-negativos generalmente asociados con metastasis viscerales sintomaticas, o que
tienen tumores con RH-positivos refractarios al tratamiento hormonal deben recibir
qguimioterapia. Disponemos de diversos esquemas de quimioterapia adecuados, y la
eleccién de uno u otro esquema se basan en un balance de eficacia, toxicidad, estado
general y preferencias de la paciente y experiencia del clinico. Las pacientes con tumores
HER2-positivo pueden beneficiarse de la adicién de terapia dirigida anti-HER2
(trastuzumab, pertuzumab, trastuzumab-emtansina y lapatinib) a un esquema de
quimioterapia. Al igual que sucede con la hormonoterapia, a menudo se observan
respuestas sucesivas con diferentes esquemas de quimioterapia (con/sin terapia anti-
HER2), lo que apoya el uso secuencial de diversos esquemas terapéuticos en la misma
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paciente. La imposibilidad de obtener una respuesta tumoral a 3 esquemas secuenciales
de quimioterapia o el deterioro del estado funcional (ECOG 23) es indicacién para un
tratamiento exclusivamente sintomatico/paliativo.

1.1.1 Datos epidemioldgicos

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en la poblacidn femenina. En
2015 se diagnosticaron en Espana 27.747 nuevos canceres de mama, lo que representa
un 28% de todos los nuevos tumores malignos diagnosticados en las mujeres, con una
tasa ajustada de incidencia de 65,2 casos/ 100.000 habitantes y afio.** En Espana el
riesgo de que una mujer sea diagnosticada de un cancer de mama antes de los 85 afios
es del 9%, es decir, 1 de cada 18 mujeres.***
entre los 35 y los 80 afios, con un maximo entre los 45 y los 65 afos. No obstante, no

La mayoria de los casos se diagnostican

disponemos en Espafia de un sistema nacional de registro de tumores para conocer las
cifras exactas. Las tasas de incidencia estan aumentando lentamente en Espafia y en el
mundo, probablemente debido a los programas de deteccién precoz y al envejecimiento
de la poblacién.

Figura 1. Incidencia y mortalidad de los tumores mds frecuentes en mujeres espafiolas
(2012).”
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Por otro lado, este tumor supone también la primera causa de muerte por cancer
en mujeres, con un total de 6.213 fallecimientos en Espafa en 2014 y una tasa ajustada
de mortalidad de 11 fallecimientos por cada 100.000 habitantes/afio, lo que representa
el 15,1% de todas las muertes por cancer en mujeresy el 3,0% del total de fallecimientos

14 7 7
1> Es ademas la causa mas frecuente de

entre las mujeres en nuestro pais (Figura 1).
muerte en mujeres entre 25 y 45 aifios y la segunda a partir de los 45 afios, después de
las muertes de origen cardiovascular. No obstante, la mortalidad por cancer de mama
ha descendido en Espaina y otros paises europeos y en Norteamérica durante la pasada

década.®

La prevalencia del cdncer de mama (o numero de pacientes diagnosticadas que
contindan vivas a los 5 afios del diagnédstico) es alta, de 104.210 pacientes en los Ultimos
5 afios, lo que representa un 17,9% de todos largos supervivientes de cancer si
consideramos ambos sexos. ™

Segun los datos disponibles del estudio EUROCARE-5, la supervivencia relativa a 5
afios de las pacientes con cancer de mama ha ido aumentando progresivamente, y en
Espafia es actualmente del 82,8% (IC 95%: 81,9-83,6%). Este aumento de la
supervivencia es atribuible, por un lado, al diagndstico en fases mds tempranas y por

otro, a los avances en el tratamiento sistémico.***8

Fig. 2. Supervivencia relativa a 5 afios para pacientes con cancer de mama seguidas en 1999-
2001, 2002-04 y 2005-07."
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1.1.2 Etiologia

La etiologia de la inmensa mayoria de los canceres de mama es desconocida.
Aunque se han reconocido numerosos factores de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad, el 66% de los canceres de mama no se asocia a ninguno de ellos. Entre los
factores de riesgo mas importantes, ademas del sexo femenino y la edad avanzada, se
encuentran la menarquia precoz, menopausia tardia, edad avanzada del primer
embarazo a término, terapia hormonal sustitutiva prolongada, densidad mamografica
aumentada, exposicidn previa a radioterapia en pared tordcica, historia personal de
cancer de mama o de enfermedad proliferativa benigna de la mama, historia familiar de
cancer de mama a una edad joven y mutacidn en genes de susceptibilidad como BRCA1
y BRCA2. La Tabla 1 muestra una lista de los factores de riesgo establecidos para el
cancer de mama y su riesgo relativo."

Tabla 1. Factores de riesgo de cancer de mama.”

Riesgo Relativo Grupo de Riesgo
Edad >10 Pacientes mayores
Localizacion geografica 5 Paises desarrollados
Densidad mamaria >5 Mama densa
Edad de la menarquia 3 <11 afios
Edad de la menopausia 2 >54 afios
Edad del primer embarazo a término 3 >40 afios
Historia familiar >2 Familiar de 1*" grado
Enfermedad benigna de la mama 4-5 Hiperplasia atipica
Cancer de mama contralateral >4
Indice de Masa corporal
e Premenopausicas 0.7 Obesidad
e Postmenopdausicas 2 Obesidad
Consumo de Alcohol 1,07 7% aum(.anto .po.r cada
bebida diaria
. - .. Exposicion anormal a
Exposicidn a radiaciones ionizantes 3 . -
nifias >10 afos
EI RR se reduce un
4.3% por cada afio
Lactancia y embarazos de lactancia ademas
de un 7% por cada No lactancia
nacimiento
Tratamientos hormonales previos
e Anticonceptivos orales 1.2 Uso actual
e Terapia Hormonal Sustitutiva 1.66 Uso actual
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No obstante, como se ha sefialado anteriormente, la mayoria de estos factores de
riesgo, exceptuando el sexo femenino y la edad avanzada, se encuentran Unicamente
en una minoria de pacientes con cdncer de mama. Por ejemplo, las mutaciones de
BRCA1 y BRCA2 estan presentes en tan solo un 5% de todos los casos de cancer de
mama, aunque confieren un elevado riesgo de entre 40-70% de desarrollar un cancer
de mama hasta los 70 afios de vida.”

La exposicion a elevadas concentraciones de estrogenos enddégenos aumenta el
riesgo de padecer cancer de mama.”* Es por ello, muy probablemente, que una
menarquia temprana y una menopausia tardia se asocien a un incremento del riesgo.
En cambio, la irregularidad en los ciclos menstruales pudiera ser un factor protector
como consecuencia de la alta incidencia de ciclos anovulatorios. El embarazo parece
tener un doble efecto a corto y largo plazo, ya que se asocia a un incremento del riesgo
inicial debido al aumento de hormonas circulantes; pero constituye un factor protector
a largo plazo como consecuencia de la maduracion del tejido mamario, que se traduce
en una menor tasa de proliferacién del mismo. Este efecto dual explicaria por qué las
mujeres nuliparas tienen menor incidencia de cdncer de mama que las mujeres cuyo
primer parto es tardio.

La exposicidn a estrégenos exdgenos también se ha asociado a un incremento de
riesgo de cancer de mama. El uso de anticonceptivos orales parece incrementar el riesgo
durante el uso de los mismos, sobre todo si su consumo es superior a diez 0 mas afos.
Este incremento parece mayor en los tumores RE-negativos, y en especial en las mujeres
entre 25 y 64 afios con tumores triple negativos que habian iniciado la toma de los
mismos antes de los 18 afios. Por otro lado, también se ha demostrado en estudios
observacionales que la terapia hormonal sustitutiva con estrégenos incrementa el riesgo
de cancer de mama. Este efecto parece desaparecer al abandonar su uso y el riesgo es
mayor en las mujeres que utilizan combinaciones de estrégenos y progesterona. El
aumento de la densidad mamografica (definida como la proporcién de area mamaria
ocupada en la mamografia por tejido radiolégicamente denso) se ha asociado a un
incremento del riesgo de cancer de mama, posiblemente por la relacion existente entre
los niveles de estrégenos circulantes y la densidad mamaria.

La radiacion ionizante recibida en la glandula mamaria especialmente a una edad
temprana (entre los 10-20 afos), como la que se administra para el tratamiento de
cancer infantil, también aumenta el riesgo de cancer de mama.

Por ultimo, al igual que con otros tipos de cdncer, los estudios contindlan mostrando
gue diversos factores del estilo de vida pueden contribuir al desarrollo de cancer de
mama. El consumo de alcohol y la obesidad se han relacionado con un aumento de
riesgo, mientras que la actividad fisica regular parece tener un efecto protector.
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No obstante, recientes estudios revelan posibles distintos patrones de riesgo para
los diferentes subtipos moleculares de cdncer de mama definidos por RE y RPg, lo que
sugiere que pueden representar enfermedades etiolégicamente distintas. Por ejemplo,
el aumento de riesgo asociado con los factores reproductivos (menarquia precoz,
nuliparidad, edad tardia en la primera gestacion a término) y la obesidad
postmenopdusica parece restringirse solamente a los tumores con receptores
hormonales positivos, sin apreciarse ninguna elevacidn en los canceres con receptores
hormonales negativos.**

1.2. Diagndstico y tratamiento del tumor
primario

1.2.1 Diagnéstico del tumor primario

Aproximadamente algo menos de la mitad de todos los canceres de mama
diagnosticados en Espafa son detectados mediante una mamografia de screening,
mientras que el resto son detectados clinicamente mediante autopalpaciéon de una
tumoraciéon mamaria, normalmente no dolorosa, por parte de la propia paciente. A
veces el signo inicial puede ser una retraccion de la piel de la mama o una secrecién por
el pezon. De forma mas infrecuente, cuando el tumor se detecta en fases mas avanzadas
pueden observarse cambios en el color de la piel o afectacidn de los ganglios axilares.

Tras la sospecha de un cancer de mama el diagndstico se basa en la realizacién de
una mamografia y una biopsia. La mamografia sigue siendo la principal técnica de
diagndstico por imagen en la mama. El Colegio Americano de Radiologia ha desarrollado
un sistema de clasificacion diagndstica de las lesiones mamograficas que intenta
estandarizar la terminologia y el informe mamogréfico (BI-RADS). Suele
complementarse con la ecografia, técnica especialmente recomendada para mujeres
jovenes y tras la identificacion en la mamografia de areas de asimetria de densidad. Sin
embargo, no detecta la mayoria de las microcalcificaciones. Asimismo, por la posibilidad
de ser utilizada en tiempo real se convierte en una herramienta muy practica para dirigir
la aguja de biopsia. Opcionalmente puede también realizarse una resonancia magnética
(RNM), especialmente uatil en secreciones del pezéon clinicamente sospechosas,
carcinomas inflamatorios o cuando existe afectacién ganglionar axilar con un primario
mamografica y ecograficamente oculto.

Tras identificar y localizar el tumor mediante las técnicas de imagen debe obtenerse
una biopsia que confirme el diagndstico. Esta consiste en la extraccién de una muestra
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de tejido de la zona sospechosa para realizar un examen anatomopatoldgico y poder
determinar la naturaleza benigna o maligna de la lesién. Un componente esencial del
estudio histoldgico es la recogida de factores prondsticos, incluyendo el tipo histolégico
(ductal, lobulillar u otros tipos especiales), el grado histolégico (grado combinado de
Nottingham) y el contenido de receptores hormonales (RE y RPg) y estado de HER2.

El estudio de extensidn o estadificacidn del tumor permite una eleccidn eficiente de
las opciones de tratamiento local, proporciona una informacion prondstica basal y ayuda
a identificar las opciones de tratamiento sistémico. Suele incluir una analitica
(hemograma, perfil hepatico) y una radiografia de tdrax. Si la paciente presenta
sintomas respiratorios debe realizarse un TAC toracico. Y en caso de elevacion de la
fosfatasa alcalina, anomalias en las pruebas de funcién hepatica o sintomas o signos
fisicos anormales en la exploracidn abdominal estaria indicado un estudio de imagen
abdominal. El rastreo dseo estaria indicado en pacientes que presenten dolor éseo
localizado o un valor elevado de fosfatasa alcalina. Estas exploraciones no estan
recomendadas de forma rutinaria en las pacientes con estadio | o Il en ausencia de
sintomas o signos de enfermedad diseminada, ya que permiten la identificacidon de
metdstasis en tan solo un 5% de los casos. En cambio si estan recomendadas en el
estadio I1I."2

1.2.2 Estadio y clasificacion TNM

El estadio del cancer de mama se basa en la extensién anatdomica del tumor en el
momento del diagndstico y esta recogida en la clasificacion TNM: tamaiio del tumor (T),
presencia de metdstasis en los ganglios linfaticos regionales (N) y metastasis a distancia
(M). Las diferentes combinaciones de estos pardmetros dividen a los pacientes en varios
grupos con un pronéstico claramente diferente (ver Tabla 2 en la pagina siguiente).

1.2.3 Factores pronosticos y predictivos

El cdncer de mama es una enfermedad heterogénea con varios subtipos definidos
por diferentes perfiles bioldgicos que determinan a su vez un diferente comportamiento
clinico y una diferente respuesta a los tratamientos. En consecuencia, el prondstico de
cada paciente es muy diferente al de las demds y por ello necesitamos factores
prondsticos que de forma ideal pudieran predecir con la mayor precisién posible el
riesgo de desarrollar una recidiva si la paciente no recibiera ningln tratamiento
adyuvante.

11
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Tabla 2. Estadio del cancer de mama y clasificacion TNM de la American Joint Committee on
Cancer y la International Union for Cancer Control (72 edicién).23

ANATOMIC STAGE/PROGNOSTIC GROUPS

Stage 0 Tis NO MO
Stage IA T1* NO MO
Stagel8 | 7O Nimi_ MO
T1* N1mi MO
StagellA [ TO o NT** MO
T1* N1** MO
12 No Mo

Sagel T2 Nt MO
T3 NO

StagelllA | TO 0 N2 MO
T1* N2
8 N2 MO

StagellB =~ T4 NO

T4 Nt Mo
e 4 N2 MO
Stage llIC Any T N3

Stage IV Any T Any N M1

Tamaiio del tumor primario (T)
TO = Sin evidencia de tumor primario; Tis = Carcinoma in situ; T1 <20 mm; T2 >20-50 mm;
T3 >50 mm; T4 = Tumor de cualquier tamafio con extension directa a pared toracica y/o
piel.
Estado de los ganglios linfaticos regionales (N)
NO = Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales; N1 = metdstasis axilares ipsilaterales
moviles; N2 = metastasis axilares fijas o en cadena mamaria interna; N3 = Metadstasis en
ganglios supra/infraclaviculares o en cadena mamaria interna junto a metdstasis axilares.
Metastasis a distancia (M)
MO = Sin metastasis a distancia; M1 = Metastasis a distancia.

La medicina personalizada o de precisidon persigue el objetivo de proporcionar el
tratamiento correcto para la paciente apropiada en el momento adecuado. Para avanzar
hacia una medicina mas personalizada, el ofrecimiento de un tratamiento adyuvante
estd basado en el cdlculo del riesgo de recidiva, beneficio esperado del tratamiento
propuesto, asi como los efectos secundarios relacionados con el tratamiento (ademads
obviamente de las preferencias y expectativas de cada paciente). Para ello, ademas de

12



INTRODUCCION

los factores prondsticos que nos estimen el riesgo de recaida necesitamos también
factores predictivos de respuesta que nos permitan anticipar con fiabilidad la
probabilidad de respuesta a un determinado tratamiento.

Desafortunadamente no existe un unico factor prondstico suficientemente potente
que descarte una posible recaida ni un unico factor predictivo suficientemente preciso
gue nos garantice la infalibilidad del tratamiento. Durante las ultimas décadas se han
evaluado multitud de factores prondsticos y predictivos, pero tan solo unos pocos han
demostrado suficiente evidencia para orientar el tratamiento de las pacientes con
cancer de mama. Se han propuesto tres criterios que debe reunir un biomarcador para

423 En primer lugar

guiar el manejo terapéutico de una paciente con cancer de mama.
se requiere una elevada evidencia de su validez analitica, esto es, que el test que mide
el biomarcador en cuestidon sea preciso, reproducible y fiable. En segundo lugar,
debemos estar seguros de su validez clinica, lo que significa que existe una asociacion
bien establecida entre el biomarcador y un resultado clinico (supervivencia, respuesta
al tratamiento, etc.) y por tanto es capaz de dividir una poblacién en dos o mas grupos
con diferente comportamiento clinico o biolégico. Aunque es improbable que un test de
un biomarcador tumoral tenga utilidad clinica si el biomarcador no tiene validez clinica,
la validez clinica por si sola es insuficiente para recomendar el uso de un test para guiar
las decisiones terapéuticas. Es necesario ademads que el test del biomarcador tenga
utilidad clinica, es decir, que haya demostrado con suficiente evidencia que proporciona
informacidén adicional y relevante que contribuya a mejorar la evolucién clinica de la
paciente. Su uso debe asociarse a un balance favorable entre beneficios y perjuicios
comparado con el tratamiento de la paciente en ausencia del resultado del test. Para su
validacidn se debe exigir al biomarcador un nivel de evidencia y un rigor similares al que
deben demostrar los nuevos farmacos.*>*®

En la practica clinica utilizamos un conjunto de factores prondsticos o marcadores
predictivos que con suficiente acierto nos permiten evitar el tratamiento adyuvante a
tan solo una minoria de pacientes: edad, estadio o clasificacién TNM, grado histoldgico,
estado del RE, estado del RPg, estado de HER2, el indice de proliferacidn celular medido
por la expresion de Ki-67 y los perfiles de expresion génica (como el Recurrence Score
de 21 genes [Oncotype DX™], el perfil de 70 genes [MammaPrint®], o el test PAM50
[Prosignal). Aunque el activador del plasmindgeno urinario/inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo 1 (uPA/PAI-1) también ha demostrado utilidad clinica en este
contexto, no se utiliza habitualmente.?’

1.2.4 Receptor Estrogénico (RE)

El receptor estrogénico (RE) se identificé por primera vez en la década de 1960,
cuando el desarrollo de las hormonas radiomarcadas permitié demostrar la union del
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estrogeno a su receptor RE.?*%

Desde entonces se puso de manifiesto que el cdncer de
mama depende en gran medida de los estrégenos y/o progesterona para su crecimiento
y que este efecto esta mediado a través del RE y RPg. El RE es un factor de transcripcion
nuclear y de forma normal estd implicado en los procesos que controlan la proliferacién
celular y otras funciones clave como la apoptosis, invasidon y angiogénesis. Los
estréogenos estimulan el crecimiento tanto de las células mamarias normales como de
las células tumorales que expresan RE. Aproximadamente el 75% de todos los canceres
de mama tienen células tumorales con expresidon de RE y/o RPg (RE-positivos y/o RPg-

positivos).
Biologia Molecular

Tanto el RE como RPg son miembros de la superfamilia de receptores hormonales
nucleares que incluyen también al receptor androgénico (RA), hormona tiroidea,
vitamina D y receptor del acido retinoico (RAR). Estos receptores se encuentran en el
citoplasma de las células diana y funcionan como factores de transcripcién dependientes
de ligando. La unién de una hormona (ligando) al dominio de unién al ligando destapa
los sitios de union al ADN en el receptor, seguido de la migracion al nucleo y la unién al
ADN a nivel de secuencias especificas cerca de los genes responsables de las acciones
fisiolégicas de la hormona.

Estructuralmente el RE contiene 6 dominios, denominados alfabéticamente de A
hasta F (figura 3). Tanto el estradiol como los SERMs (tamoxifeno) se unen al sitio de
unién al ligando en el dominio E, que también media la dimerizacidn del RE. La funcién
de unidn a secuencias especificas del ADN requiere la dimerizacion del RE y reside en el
dominio C. El dominio D contiene una sefial de localizacidn nuclear. Las regiones que
promueven las funciones de activacién de la transcripcion estan presentes en los
dominios A/B (AF1) y E (AF2).

Figura 3. Estructura del receptor estrogénico (RE).

A ] C D E F
1 38 180 263 302 553 595
Activation function 1 Uniodn al Activation function 2
AF1 ADN AF2
Dimerizacion Dominio de unién al ligando

Existen dos formas diferentes del receptor de estrégeno, normalmente referidas
como las formas a y 8, ambas codificadas por genes diferentes e independientes (ESR1
y ESR2) situados en los cromosomas 6 y 14, respectivamente. Aunque similares en
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muchos aspectos, las propiedades transcripcionales de ambos receptores son
diferentes. La mayoria de los estudios clinicos se han realizado con el RE-a, que es la
isoforma que se expresa habitualmente en los canceres de mama, y la que es reconocida
de forma especifica por los anticuerpos monoclonales empleados para el estudio IHQ,
por lo que en este trabajo de tesis me centraré Unicamente en esta isoforma.

A diferencia de los otros receptores hormonales nucleares, el RE se localiza
predominantemente en el nucleo tanto en presencia como en ausencia de los
estréogenos. La union del estrégeno al dominio de unién al ligando del RE da lugar a un
cambio en su estructura tridimensional que favorece la formacién de dimeros con otros
receptores. A su vez esta activacidon conduce, bien a la unién directa del RE a secuencias
especificas del ADN denominadas elementos de respuesta a estrogeno (ERE) localizadas
en el promotor de los genes diana (actividad gendmica o cldsica), o bien a interacciones
proteina-proteina con otros factores de transcripcion unidos a sus respectivos
promotores (regulacién transcripcional no clasica).*® En cualquier caso, la union directa
o indirecta al ADN activa o reprime la expresion de genes cuyos productos proteicos son
responsables de las acciones fisiologicas de los estrogenos. Los pasos siguientes
consisten en la transcripcion de ARN mensajero (ARNm) y ARN ribosémico (ARNr) y la
resultante sintesis de nuevas proteinas.

Los dimeros del RE unidos al promotor forman un complejo con proteinas
reguladoras tales como AIB1 (SRC3) y CBP/P300 que actian coordinadamente para
influir en la transcripcion de genes de respuesta a estrogenos. Estas otras proteinas
nucleares a las que se une el RE son llamadas co-activadores y co-represores, y permiten
una fina regulacién de su funcion transcripcional siendo capaces de interpretar la
diferencia entre diferentes ligandos unidos al RE (por ejemplo, estrégeno o
tamoxifeno).>! Los coactivadores aumentan la actividad transcripcional del RE y, por el
contrario, los co-represores limitan su actividad, manteniendo el receptor en un
complejo proteina/ADN que no promueve la transcripcion. El equilibrio en las
concentraciones relativas y la actividad de los coactivadores y co-represores en las
células del cancer de mama determinan la capacidad de respuesta diferencial del RE a
un agonista o un antagonista.32

En la via no-clasica, la unién del RE al estrégeno se convierte en un complejo co-
activador para otros factores de transcripcién tales como Fos (F) y Jun (J), para activar la
transcripcidn de genes en otros locus promotores tales como AP-1.

Por otra parte, los estrogenos se unen con alta afinidad a otros componentes
celulares, incluyendo la membrana plasmatica. Algunos efectos de los estréogenos, como
la induccidn rapida de las vias de la mitogen-activated protein kinase (MAPK) y la
extracellular signal-regulated kinase (ERK), parecen implicar la accién directa del RE en
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la membrana plasmatica en vez de una modulacién gendmica. Dado que esta actividad
se produce sin la interaccién RE-ADN, se le llama "no gendmica".

Figura 4. Senalizacidn del receptor estrogénico (RE) iniciada en el nicleo: actividad gendmica
(clasica) y actividad reguladora de la transcripcion (no clasica).
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Por ultimo, cada vez estamos conociendo mejor las mutaciones adquiridas del RE,
gue parecen causar una activacion constitutiva del RE dentro de las células tumorales,
convirtiéndolas en células relativamente resistentes a los SERMs.*?

Valor prondstico del RE

Mudltiples estudios describen que los receptores hormonales se asocian
generalmente a un mejor prondstico de las pacientes con cancer de mama, al menos a
corto plazo. Los datos sugieren que la SG, la SLE y el tiempo hasta el fracaso del
tratamiento (TFT) estan relacionados positivamente con los niveles de RE y RPg.M’35 Sin
embargo, mientras que la tasa anual de recaida de los tumores RE+ es menor en los
primeros cinco afios desde el inicio del tratamiento respecto a la de los tumores RE-
negativos, los estudios sugieren que con un seguimiento mas largo puede ser incluso

36,37

mayor. Por ejemplo, en un estudio de mas de 4000 pacientes con cancer de mama

operable incluidas en los ensayos clinicos | a V del International Breast Cancer Study
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Group (IBCSG), las pacientes con enfermedad RE+ tenian un riesgo anual de recaida mas
bajo durante los primeros cinco afios (9,9%) en comparacién con aquellas con
enfermedad RE-negativa (11,5%). Sin embargo, después de cinco afios, las pacientes con
enfermedad RE+ tenian un riesgo anual de recaida mas alto (5 a 10 afios: 5,4% frente al
3,3%; de 10 a 15 afios: 2,9% frente a 1,3%; de 15 a 20 afios: 2,8% frente a 1,2%).>’

Valor predictivo del RE

Ademads de su papel como factor prondstico, el RE es un potente factor predictivo
de respuesta al tratamiento hormonal. La expresién del RE predice qué pacientes se
beneficiaran de la terapia hormonal, ya que los tumores con RE+ tienen al menos 5 veces
mas probabilidades de responder a este tratamiento. El valor predictivo del RE se
demuestra claramente en el metanalisis del Early Breast Cancer Trialists' Collaborative
Group (EBCTCG) de ensayos aleatorizados con tamoxifeno adyuvante.4 En las pacientes
con tumores RE+, tamoxifeno reduce significativamente el riesgo de recaida en un 39%
(HR 0,61) y el riesgo de muerte en un 30% (HR 0,696) a lo largo de 15 afios de
seguimiento. El beneficio era independiente del RPg, la edad, el estado ganglionar o el
uso de quimioterapia adyuvante. Por el contrario, tamoxifeno no tuvo impacto en las
tasas de recaida o de supervivencia en las pacientes con cdncer de mama RE-negativo.

Numerosos estudios han demostrado también la capacidad del RE para predecir la
respuesta al tratamiento hormonal en cdncer de mama avanzado o metastasico.*® La
expresién tumoral de RE y/o RPg identifica a las mujeres que mas probabilidades tienen
de beneficiarse de sucesivos tratamientos hormonales. En cambio, los tumores que son
negativos para RE y RPg tienen pocas probabilidades de responder a la terapia hormonal
y se beneficiaran mas de la quimioterapia citotdxica. Fundamentalmente debido a su
valor predictivo, la determinacién de estos receptores se ha convertido en una parte
rutinaria de la evaluacion de todos los canceres de mama.

Caracteristicas clinicas asociadas al RE

El estado del RE se asocia también un patrén especifico de diseminacion
metastdsica. Por razones poco claras, los tumores con RE+ son mas propensos a
desarrollar metastasis clinicamente evidentes en huesos, tejidos blandos, o tracto
reproductivo/genital. Por el contrario, los tumores RE-negativos hacen metdstasis con
mayor frecuencia en cerebro e higado, localizaciones asociadas con un peor
prondstico.>* Ademas, los tumores RE+ son mas propensos a ser histolégicamente bien
diferenciados, tener una menor fraccion de células en divisién, y a ser diploides.
También es menos probable que se asocien a mutaciones, pérdidas o amplificaciones
de genes relacionados con el cancer de mama como p53, HER2, o EGFR (receptor del
factor de crecimiento epidérmico), todos ellos asociados con un peor prondstico.
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Determinacion del RE

En la actualidad la determinacién del RE es imprescindible por su indiscutible valor
en la toma de decisiones clinicas. En cuanto a la forma de determinarlos, no esta
totalmente establecido cudl es el mejor método. Originalmente, la cuantificacion del RE
y RPg se realizé mediante un test que se basaba en la unidon competitiva de un ligando
esteroide radiomarcado al RE o RPg. Desde principios de 1990 estos métodos han sido
reemplazados por métodos de inmunohistoquimica (IHQ), que se basan en el
reconocimiento de la proteina a través del uso de anticuerpos especificos. Debido a la
subjetividad en la interpretacion de los resultados, los diferentes puntos de corte
utilizados para definir su positividad y la diferente sensibilidad y especificidad de los
anticuerpos empleados, es dificil comparar los diferentes métodos de determinacion.
Las técnicas inmunohistoquimicas (IHQ), mas sencillas y menos caras, son las mas
utilizadas en nuestros hospitales, a raiz de que numerosos estudios hayan avalado su
sensibilidad, especificidad y reproducibilidad. Se basan en la deteccion bioquimica de
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente al RE a nivel nuclear.
Desafortunadamente, sin embargo, estos métodos han estado lastrados con cierta
variabilidad que han dado lugar a resultados inexactos. Dado que estos test guian el uso
de la hormonoterapia, la American Society of Clinical Oncology (ASCO) y el College of
American Pathologists (CAP) reunieron a un panel de expertos en 2010 para abordar las
causas de la variabilidad relacionada con la medicién de RE y RPg por métodos IHQ.*
Una tercera técnica de determinacidn mas reciente es la medicién de ARN mensajero
del RE, ya sea por analisis de northern blot o por reaccion en cadena de la polimerasa
transcriptasa inversa (RT-PCR), a menudo como parte de un estudio de perfil de
expresion génica (por ejemplo, Oncotype DX o MammaPrint®). Estas ultimas técnicas no
permiten asegurar si el ARNm analizado procede del componente infiltrante del tumor,
del componente in situ o del tejido normal, y por otro lado todavia no han sido validadas
para su uso clinico, por lo que en la actualidad no se recomiendan para sustituir a los
test IHQ tradicionales.

El punto de corte utilizado cldsicamente para la clasificaciéon de un tumor como RE+
solia ser 210% de células tumorales con expresidn nuclear del RE.* Sin embargo, mas
recientemente, diversas guias clinicas como St. Gallen o la American Society of Clinical
Oncology (ASCO) recomiendan un punto de corte de 21% de células tumorales RE-

positivas para definir la probabilidad de respuesta a la hormonoterapia.®*°

Actualmente,
hay opiniones contradictorias respecto a sila hormonoterapia deberia ser el tratamiento
de eleccién o no en pacientes con tumores con una expresién de RE en el intervalo de

1-9% (niveles equivocos), aunque estos casos representan una minoria.*!
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1.2.5 Receptor de Progesterona (RPg)

El RPg parece ser factor prondstico independiente del RE. Esto se demostrd en un
gran estudio poblacional que incluyé a mas de 1.000 mujeres con cancer de mama
precoz, todas ellas intervenidas del tumor primario con intencién curativa.*> Un 29% de
las pacientes recibieron quimioterapia (neoadyuvante o adyuvante) y un 80,5%
hormonoterapia. En el analisis multivariado, la expresion del RPg fue un factor predictivo
independiente de la SLE (HR 1,94; ICdel 95% 1,32 a 2,85) y de la supervivencia especifica
por cancer de mama (HR 2,12; IC del 95% 1,34 a 3,38). Ademds, el valor prondstico del
RPg parecia aumentar mas alld del sexto afo de seguimiento. Estos datos son
compatibles con el hecho de que las pacientes con enfermedad RE-positiva/RPg-
negativa tengan un subtipo mas agresivo de cancer de mama RH-positivo y a menudo
se clasifiquen dentro del subtipo luminal B.

Aunque las pacientes con tumores RPg-positivos también tienen mejores resultados
cuando se tratan con hormonoterapia, el estado del RPg depende en gran medida del
RE; por lo tanto, no parece que el RPg conserve valor predictivo independiente cuando
se conoce el estado del RE.* El analisis del RPg es particularmente Gtil cuando el estado
del RE es desconocido o negativo, puesto que hay evidencia de potencial beneficio para
predecir la respuesta a la hormonoterapia en las pacientes con enfermedad RE-
negativa/RPg-positiva, por lo general debido a que estos tumores pueden ser
falsamente RE-negativos.*® En cambio, los tumores que son negativos para RE y RPg
tienen pocas probabilidades de responder a la hormonoterapia y su mejor opcion
terapéutica pasa por la quimioterapia citotdxica. La medicion del RPg se ha convertido
en una parte rutinaria de la evaluacion de los cdnceres de mama, fundamentalmente
debido a su valor predictivo.

Al igual que con el RE, la proteina RPg existe como dos isoformas del receptor (en
este caso, llamados Ay B); pero estas isoformas son dos productos del mismo gen. Estas
isoformas del RPg (A es una forma ligeramente truncada de B) se unen entre si para
crear homo y heterodimeros. Ha sido poco estudiada la importancia relativa de estas
isoformas en cancer de mamay su relevancia para la toma de decisiones clinicas, aunque
esta es un area activa de investigacion.

1.2.6 Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epidérmico
Humano (HER2)

Anteriormente conocido como HER2/neu o ErbB2, el protooncogén del receptor 2
del factor de crecimiento epidérmico humano (ERBB2 o HER2) estd localizado en el brazo
largo del cromosoma 17 (concretamente en la regién 17g21.1) y codifica una
glicoproteina transmembrana de 185 kDa que se trata de un receptor "huérfano’, ya que
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hasta la fecha no se le conocen ligandos, y con actividad de tirosina quinasa en su
dominio intracelular. El receptor HER2 pertenece a la familia de receptores del factor de
crecimiento epidérmico humano (EGFR o HER), que son criticos en la activacién de vias
de transduccion de sefales intracelulares que controlan el crecimiento y Ia
diferenciacidon de las células epiteliales y, posiblemente también, la angiogénesis. En
cada célula normal existen dos copias del gen HER2, una copia en cada alelo del
cromosoma 17, y hay aproximadamente 50.000 copias de la proteina HER2 en Ia
superficie celular. Sin embargo, en las células tumorales puede existir mas de dos copias
del gen y mas de un millén de copias del receptor HER2 en la superficie celular,
favoreciendo la formacién de homodimeros (HER2-HER2) y heterodimeros (HER1-HER2
y HER2-HER3) aumentando extraordinariamente la sensibilidad de la célula a los
factores de crecimiento. La amplificacidn del oncogén HER2 o la sobreexpresién de su
proteina se observa en aproximadamente el 20% de los canceres de mama.

Via de senalizacion de HER2

La hiperactivacion de las vias de sefializacion mediadas por receptores del factor de
crecimiento epidérmico humano (EGFR o HER) induce alteraciones de la regulacién del
ciclo celular que puede conllevar un incremento de la proliferacion y la transformacion
a células malignas. La activacidn de la via de seializacion HER2 se desencadena, como
se ha comentado anteriormente, por la formacidn de homodimeros y heterodimeros
con otros receptores HER, pareciendo no estar relacionada con la unién a ningun ligando
conocido. Este fendmeno de formacién de dimeros podria producirse con mayor
facilidad en los casos de sobre-expresidon de HER2 y se encuentra fundamentalmente
asociado a la unidn del receptor HER2 con HER3. Los heterodimeros HER2-HER3 han
demostrado ser potencialmente oncogénicos debido principalmente a su repercusion
sobre la via de sefalizaciéon de la proteina quinasa mitégeno activada (MAPK),
relacionada entre otros procesos con la proliferacion celular, y de la via PI3K/Akt,
implicada en la supervivencia celular y en el proceso anti-apoptético.*®

Su implicacion en la via MAPK consiste fundamentalmente en la activacion directa
de un ligando de un receptor dimérico que se une a la proteina Grb2 mediante unas
secuencias consenso de tirosina fosforiladas, o activacién indirecta de Grb a través de la
interaccidon con la proteina Shc. La proteina Grb2 se asocia a la Sos, un factor de
intercambio de guanina especifico de la proteina Ras, y Sos activa Ras. Ras interactua
con la proteina Raf y estimula una cascada de quinasas que culmina en la activacién de
Erk/MAPK. La proteina Erk fosforila diversos sustratos citoplasmaticos y de membrana,
y es trasladado rapidamente al nucleo, donde activa una serie de factores de
transcripcién que incluyen Sp1, PEA3, E2F, elkl y AP1 (formado por Juny Fos) (Figura 5).

En el caso de la via PI3K/Akt, los heterodimeros HER2-HER3 participan en la
activacion de PI3K y la produccién de las proteinas PDK-1 y Akt/PKB. Akt se une a la
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membrana plasmatica y es fosforilado por PDK-1, desencadenando su activacion vy
translocacion al nucleo donde actuard sobre dianas reguladoras de la apoptosis o del
crecimiento celular. En este proceso, la fosfatasa lipidica PTEN actla como supresor
tumoral revirtiendo la actividad de PI3K y reduciendo la actividad de PDK-1 y de Akt
(Figura 5).

Figura 5. Principales vias de sefializacion de los heterodimeros HER2-HER3.
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Ciclina D1

Ademads, ambas vias pueden modular la actividad de la ciclina D1, la cual ha
mostrado jugar un papel relevante como promotor de la progresion celular en el cancer
de mama.

Por otro lado, la activacidn de las vias Ras/Raf/MAPK y/o la via PI3K también puede
producirse como consecuencia de la poderosa sefial proliferativa y antiapoptética
generada por la union de los ligandos IGF al receptor transmembrana tirosina-quinasa
IGF-IR. Esta sefal proliferativa se encuentra mediada por proteinas relacionadas con el
ciclo celular entre las que se encuentran las proteinas quinasas dependientes de ciclinas
(CDKs), implicadas en la activacion y progresion del ciclo celular, y su inhibidor p27*'**.
Esta ultima proteina se encuentra involucrada en el control de la proliferacién,
fundamentalmente a nivel de la transicion G1-S, por lo que el aumento de la

Kip1

degradacion de la proteina p27 detectado en los casos de activacidon del gen

HER2/neu conlleva la activacidn de la proliferacion celular.
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Utilidad clinica de HER2

Todas las guias clinicas recomiendan su determinacidon rutinaria en todos los
canceres de mama, ya que el estado de HER2 es un factor prondstico y un marcador
predictivo de respuesta terapéutica.

Por un lado, la sobreexpresion de HER2 se asocia con un alto riesgo de recaida y de
muerte en ausencia de tratamiento sistémico adyuvante, tanto en pacientes con
ganglios positivos44 como con ganglios negativos45 o tumores de pequefio tamafio. Sin
embargo, en la actualidad el valor de esta informacidn prondstica en la practica clinica
es relativo porque queda difuminado por el uso precoz de tratamientos anti-HER2 en el
contexto adyuvante. Ademads, para mujeres con cancer de mama RH-positivo/HER2-
negativo, la expresion del gen HER2 es un componente importante del perfil gendmico
Oncotype DX /Recurrence Score de 21 genes (constituye uno de esos 21 genes), que se
utiliza para guiar las decisiones con respecto a la administracién de quimioterapia
adyuvante en estas pacientes.

El principal motivo de analizar la amplificacion o sobreexpresién de HER2 es la
identificacion de mujeres que se beneficiaran del tratamiento con agentes dirigidos
contra el receptor HER2. Varios ensayos aleatorizados han demostrado un beneficio
significativo en la supervivencia con la adicion de trastuzumab en el tratamiento

adyuvante del cancer de mama precoz HER2-positivo.*’>°

Ademads, en pacientes con
cancer de mama metastasico HER2-positivo trastuzumab es notablemente eficaz tanto
en monoterapia como en combinacién con quimioterapia. El estado HER2-positivo
también predice el beneficio de otros tratamientos dirigidos anti-HER2, como

Iapatinib,51'53 pertuzumab,54 trastuzumab-emtansina® o neratinib.>®®

Por otro lado, la positividad para HER2 se asocia con resistencia a la hormonoterapia

con tamoxifeno e inhibidores de aromatasa.>®™®!

Los estudios preclinicos ya sugerian una
interaccion fisioldgica entre las vias de transduccion de sefiales HER2 y RE. Un meta-
analisis de ocho estudios que incluyeron a 1925 pacientes con cancer de mama
avanzado con RE-positivo/RE-desconocido estudié la interaccion entre la
sobreexpresion de HER2 y la respuesta a la hormonoterapia. El riesgo de progresion en
los seis primeros meses del tratamiento fue mayor para los tumores HER2-positivos que
para los tumores HER2-negativos (RR=1,45; IC del 95%: 1,34 a 1,57).62 En la enfermedad
localizada, aunque algunos estudios sugieren que la sobreexpresion de HER2 se asocia
a una resistencia relativa a la hormonoterapia adyuvante, particularmente con
tamoxifeno, los datos son menos concluyentes. En particular, los datos disponibles no
se consideran suficientemente sélidos para utilizar el estado de HER2 como un factor de
seleccion de un inhibidor de aromatasa sobre tamoxifeno. Las guias de ASCO sobre
biomarcadores en cancer de mama recomiendan que el estado de HER2 no se utilice
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para evitar la hormonoterapia a una paciente con un cancer de mama RH-positivo, ni
para seleccionar un tipo especifico de terapia hormonal sobre otra.”’

Por ultimo, el estado de HER2 parece predecir la sensibilidad al tratamiento
quimioterdpico con antraciclinas. Varios estudios han observado una relaciéon entre la
positividad de HER2 y unos mejores resultados de la quimioterapia adyuvante basada
en antraciclinas. Un metanalisis de ocho estudios que compararon quimioterapia
adyuvante con antraciclinas versus no-antraciclinas llegé a la conclusiéon de que el
beneficio de las antraciclinas se limitaba a las mujeres con tumores HER2-positivos (HR
0,71y 0,73 para SLE y SG, respectivamente), mientras que no parecian beneficiar a las
pacientes con tumores HER2-negativos (HR 1,00 y 1,03 para SLE y SG,
respectivamente).63 Otro metandlisis de cinco estudios randomizados de adyuvancia
(antraciclinas vs. CMF), concluia que aunque la amplificacion de HER2 podia tener algun
valor en la prediccidn de la respuesta a antraciclinas (HR 0,71 y 0,73 para SLE y SG,
respectivamente, en HER2-amplificado frente a HR 0,89 y 0,91 para HER2-no
amplificado; pinteraccisn=0,07), sin embargo no apoyaba el uso exclusivo de antraciclinas
en pacientes con tumores HER2-amplificados.®* Estos metanilisis estan limitados por la
omisidn de trastuzumab, que actualmente se utiliza de forma rutinaria en el tratamiento
adyuvante del cancer de mama precoz HER2-positivo. La asociacion entre la positividad
de HER2 y la respuesta a las antraciclinas en el contexto de la enfermedad metastasica
estd menos clara. Sin embargo, al igual que en el escenario adyuvante, la coexpresion
de topoisomerasa 2-alfa (TOP2A) puede ser el factor critico para la respuesta a
antraciclinas mas que la propia expresidon de HER2. Esto se demostrd en un estudio que
incluyé a mas de 5000 pacientes con cancer de mama metastasico HER2-positivo
tratadas con quimioterapia (con o sin trastuzumab). La coamplificacion de TOP2A se
asocid con una significativa mejor supervivencia solo cuando se utilizd quimioterapia
con antraciclinas, en comparacion con los canceres HER2-positivos sin coamplificacion
TOP2A.%

Determinacion de HER2

Hay muchas formas de medir la actividad del oncogén HER2, y el mejor método,
tanto en términos del tipo de analisis como de la mejor manera de realizar cada tipo de
test, es controvertido. Los métodos disponibles son los siguientes:

= La sobreexpresion del receptor HER2 (proteina) mediante inmunohistoquimica
(IHQ), Western blotting o ELISA (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas).

= Amplificaciéon del gen HER2 por hibridacién in situ (ISH) - hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH), hibridacién in situ cromogénica (CISH) o hibridacién in situ con
plata (SISH)- o mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) diferencial.

= La sobreexpresion de ARN de HER2 mediante Northern blotting o PCR de
transcripcién inversa (RT-PCR).
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De acuerdo con las guias de la American Society of Clinical Oncology/College of

American Pathologists (ASCO/CAP),*® el algoritmo recomendado para el andlisis de HER2

mediante IHQ y FISH seria el siguiente:

El test de HER2 se debe realizar en el componente infiltrante utilizando un método
de IHQ o ISH validado.
Los criterios que se utilizan para la interpretacion de la IHQ de HER2 son:

o

IHQ 3+ si hay tincién de membrana circunferencial completa e intensa en >10%
de las células tumorales. Todos los tumores IHQ 3+ se consideran HER2-
positivos. Este criterio IHQ refleja el criterio de seleccidn de los ensayos clinicos
aleatorios que evaluaron trastuzumab adyuvante.

IHQ 2+ si hay tincion de membrana circunferencial incompleta y/o moderada
en >10% de las células tumorales, o si la tincion de membrana circunferencial
es completa e intensa pero en <10% de las células tumorales. Todos los tumores
con IHQ 2+ se consideran HER2 no concluyente (o equivoco).

Un resultado de HER2 no concluyente debe dar lugar a la determinacion de
HER2 mediante ISH en la misma muestra o a un nuevo test (utilizando una
muestra diferente, ya sea con IHQ o ISH).

IHQ 1+ si hay tincion de membrana incompleta débil o apenas perceptible en
>10% de las células tumorales. Todos los tumores IHQ 1+ se consideran HER2-
negativo.

IHQ 0 si no se observa tincidn o si hay tincion de membrana incompleta débil o
apenas perceptible en <10% de las células tumorales. Estos tumores también
se consideran HER2-negativo.

Los criterios que se utilizan para la interpretacién de la ISH tienen en cuenta tanto

la relacién entre el numero de seiiales de HER2 y la sonda de enumeracién del

cromosoma 17 o sonda centromérica (CEP17), como el promedio de senales de

HER2 por nucleo. Los posibles resultados serian:

o

ISH positivo si la relacion HER2/CEP17 >2.0, independientemente de la media
del nimero de copias de HER2/célula.

La positividad por ISH también incluye una relacién HER2/CEP17 <2.0 si el
promedio del nimero de copias de HER2/célula 26.0.

ISH equivoca si la relacion HER2/CEP17 <2,0y el promedio del nimero de copias
de HER2/célula 24.0 y <6.0 sefiales.

ISH negativo sila relacion HER2/CEP17 <2,0 y el promedio del nUmero de copias
de HER2/célula <4,0 sefiales.

Los resultados ISH dudosos o equivocos deberian dar lugar a una repeticién del
test con IHQ en la misma muestra, un test con un método alternativo de ISH, o
un nuevo test (utilizando una muestra diferente, ya sea con IHQ o ISH).
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Las guias de ASCO/CAP de 2013 sugieren repetir el test en pacientes con cancer de
mama de reciente diagndstico que tengan rasgos histopatolégicos discrepantes. Por
ejemplo, estado HER2-positivo en un carcinoma con grado histolégico 1 y RH-positivos
o histologia mucinosa, cribiforme o adenoide quistica. O por el contrario, un estado
HER2-negativo en un tumor grado 3 con escaso componente infiltrante o en un tumor
morfoldgicamente diferente al de la biopsia inicial en la que se obtuvo el resultado
negativo de HER2. Para las pacientes que presentan cancer de mama metastasico, el
nivel de discordancia en el estado de HER2 entre el cdncer de mama primario y sus
metdstasis oscila entre 2 y 25%, con un promedio alrededor del 10%.°’

No se ha establecido la utilidad clinica de evaluar o monitorizar los niveles séricos
del dominio extracelular de HER2 (cECD) durante el tratamiento dirigido anti-HER2. Las
guias de ASCO sobre biomarcadores recomiendan no utilizar cECD sérico en ninguna

situacion clinica.®>?’

1.2.7 Otros factores pronosticos y predictivos

Ademds de los receptores hormonales y el estado de HER2, otros factores
clinicopatoldégicos convencionales como la edad de la paciente (<35-40 afios), estado
menopdusico, tamano tumoral, afectacion ganglionar, estadio tumoral, invasién
linfovascular, presencia de micrometdstasis o células tumorales aisladas en el ganglio
centinela, extensidn extracapsular de metdastasis ganglionares, grado histolégico,
presencia de carcinoma inflamatorio y los marcadores de proliferacién tumoral siguen
siendo Utiles para estimar el prondstico de un cancer de mama. Las implicaciones
prondsticas de los subtipos intrinsecos de cancer de mama, los perfiles de expresién
génica y la respuesta clinico-patoldgica al tratamiento neoadyuvante ofrecen nuevas
oportunidades para afinar la toma de decisiones clinicas en cdncer de mama.

La actividad proliferativa del cdncer de mama también parece tener un valioso papel
prondstico. Se han estudiado numerosas formas de medir la actividad proliferativa de
las células tumorales incluyendo el recuento o indice mitdtico, citometria de flujo y
fraccion de fase S, marcaje con timidina tritiada, timidina-kinasa, ciclinas D y E y sus
inhibidores p27 y p21, topoisomerasa lla, p53, bax, bcl-2 y Ki-67, entre otros. Sin
embargo, el método mds comidnmente utilizado es realizar la inmunohistoquimica del
antigeno nuclear Ki-67.

1.2.7.1 Indice de proliferacion nuclear Ki-67

Ki-67 es una proteina nuclear codificada por el gen MKI67 y que estd estrictamente
asociada con -y puede ser necesaria para- la proliferacion celular. Mas aun, estd asociada
con la transcripcién del ARN ribosémico. Durante la interfase, el antigeno Ki-67 puede
detectarse exclusivamente dentro del nucleo celular, mientras que en la mitosis la
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mayor parte de la proteina se reubica en la superficie de los cromosomas. La proteina
Ki-67 esta presente durante todas las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis),
pero esta ausente en las células en reposo (GO0). Por ello Ki-67 es un excelente marcador
para determinar la fraccion de crecimiento de una poblacién celular. Los anticuerpos
monoclonales Ki-67 y MIB-1 estan dirigidos contra diferentes epitopos del mismo
antigeno relacionado con la proliferacion. Ki-67 y MIB1 se pueden utilizar en secciones
fijadas. MIB-1 se utiliza en la clinica para determinar el indice de marcaje Ki-67. Una de
sus principales ventajas sobre el anticuerpo Ki-67 original (y la razén fundamental por la
gue lo ha suplantado en su uso clinico) es que puede utilizarse en secciones fijadas en
formol e incluidas en parafina. Su principal limitacion es la escasa reproducibilidad entre
laboratorios.

La relacién entre el estado de Ki-67 y el prondstico del cancer de mama precoz ha
sido ampliamente estudiado. Este marcador de proliferacion se ha evaluado utilizando
la herramienta REMARK® y se ha determinado que es un factor prondstico
independiente para SLE (HR 1,05-1,72) en el andlisis multivariado de ensayos clinicos
prospectivos y aleatorizados. Ademas, en el entorno neoadyuvante, un valor elevado de
Ki-67 se asocia con una respuesta completa patoldgica (pCR).*

Se han publicado varios metanalisis sobre el valor pronéstico y predictivo de Ki-67

7972 Yno de estos metanalisis’? incluia 71 estudios de Ki-67, 17 de

en cancer de mama.
ellos prospectivos. Diez estudios con 9.185 pacientes evaluaron su valor prondstico, tres
estudios con 411 pacientes su valor prondstico y predictivo y cuatro estudios con 520
pacientes su valor predictivo. Ki-67 fue un factor prondstico independiente en el analisis
multivariante de SLE (HR 1.05-1.72) en 7 estudios, pero era prondstico para SG en un
solo estudio. Las puntuaciones REMARK para los estudios incluidos oscilaron entre 9y
18 (mediana de 12), y el nivel de evidencia (NE) para Ki-67 como factor prondstico de
SLE fue de IB, ya que los ensayos eran aleatorizados y hubo una revisién centralizada de
las muestras. También se analizo la relacién entre el nivel de expresion de Ki-67 y la
respuesta a la quimioterapia neoadyuvante y el prondstico, aunque sdélo un estudio con
un NE 1IB concluyé que el Ki-67 elevado era predictivo de sensibilidad a la quimioterapia.

No cabe duda de que Ki-67 proporciona una informacién prondstica solida y que los
valores altos predicen el beneficio de la adicion de la quimioterapia citotéxica. Sin
embargo, la utilidad clinica de Ki-67 como marcador prondstico en la practica clinica es
controvertida debido a la dificultad de definir un Unico punto de corte, tanto porque Ki-
67 muestra una distribucion continua como por las barreras analiticas y pre-analiticas
para estandarizar su evaluacion. Asi, mientras que los valores altos y bajos son
reproducibles y clinicamente utiles, no parece haber ninguin punto de corte éptimo, al
menos para predecir la pCR. Un estudio multicéntrico demostrd una escasa validez
analitica inter-laboratorios, incluso entre algunos de los laboratorios mas prestigiosos
del mundo.” La colaboracién internacional ha procurado mejorar la reproducibilidad y
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concordancia de la evaluacién de Ki-67.”* Fruto de esta controversia, mientras que
algunos grupos y consensos proponen combinar Ki-67 con RE, RPg y HER2 para una

evaluacién prondstica y para la distincién entre los subtipos luminal A y luminal B,”>7°

otros no recomiendan la utilizacién de este biomarcador como factor prondstico.”””’
Por otro lado, la hormonoterapia inhibe profundamente la proliferaciéon tumoral. En
el estudio IMPACT se compard la expresion de Ki-67 en muestras de biopsia tumoral
adquiridas antes y después de 2 semanas de tratamiento neoadyuvante con anastrozol,
tamoxifeno o anastrozol mas tamoxifeno en 158 pacientes con tumor primario RE+.
Anastrozol suprimia la expresion de Ki-67 a las 2 y 12 semanas en un 76% y 82%,
respectivamente, en comparacién con el 60% y el 62% de tamoxifenoy el 64% y el 61%
de la hormonoterapia combinada. En el analisis multivariante, un nivel alto de Ki-67
después del tratamiento hormonal se asociaba significativamente con una peor SLE,
mientras que un valor basal elevado de Ki-67 no mostraba esta asociacién.”® Se ha
desarrollado un indice prondstico de hormonoterapia preoperatoria (PEPI score) para el
riesgo de recaida basado en el estudio P024, un estudio que compard letrozol y
tamoxifeno durante 4 meses antes de la cirugia en 228 mujeres posmenopdusicas con
tumores RE+ con estadios II-lll. El indice PEPI integra el estado postratamiento del RE,
Ki-67, grado histoldgico, tamafio tumoral patoldgico y el estado ganglionar para predecir
la recaida. Las pacientes con una puntuaciéon de PEPI de 0 y bajo estadio patoldgico
(estadio 0-1) en la cirugia después de la hormonoterapia neoadyuvante tenian una tasa
baja de recaida, mientras que aquellas con una alta PEPI tenian una alta tasa de
recaida.”” Este indice se validé de forma retrospectiva con pacientes del estudio IMPACT.

Las guias de ASCO no recomiendan basarse en el valor de Ki-67 para determinar si
una paciente deberia o no recibir quimioterapia ni para guiar la eleccidon de la
quimioterapia o de la hormonoterapia adyuvante.”’

1.2.7.2 Perfiles de expresion génica

Los perfiles de expresion génica utilizan la tecnologia de microarrays que permite
medir simultdneamente la actividad (expresién) de miles de genes en una célula de
cancer de mama. De esta manera hemos podido profundizar en la clasificacion del
cancer de mama identificando varios subtipos diferentes de cancer de mama (luminal
A, luminal B, HER2-enriquecido y basal) con claras diferencias en su prondstico y en la

expresion de dianas terapéuticas.®®

La lista de genes que diferencian estos subtipos se
denomina lista de genes intrinsecos y se compone de varios grupos de genes
relacionados con el receptor estrogénico (RE) -el grupo luminal-, el receptor HER2, la
proliferacién, y una agrupacion especifica de genes denominada grupo basal. Esta
clasificacién en subtipos intrinsecos predice significativamente el prondstico y la eficacia
de la quimioterapia neoadyuvante, con un valor predictivo negativo del 97% para la

respuesta completa patoldgica, es decir, identificando de pacientes que muy
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probablemente no responderan de forma completa a la quimioterapia. Sin embargo,
esta clasificacion molecular mediante microarrays es actualmente inaccesible para la
mayoria de las pacientes. Por ello, la Conferencia de Consenso de St. Gallen adopté una
clasificacién similar de subtipos basada en técnicas inmunohistoquimicas definida por
los receptores RE, RPg, HER2 y el indice de proliferacidon Ki-67, mas ampliamente
disponible y con costes mas asumibles.”® No obstante, esta clasificacidn auxiliar a veces
puede originar infra- o sobretratamientos.

Los perfiles gendmicos proporcionan por tanto una informacién prondstica y
predictiva mas precisa y util que complementa la que nos aportan los factores clinico-
patoldgicos clasicos (edad, estadio tumoral, receptores hormonales, HER2, grado
histolégico, etc.). Se han desarrollado diferentes perfiles de expresién de multiples
genes como el Recurrence Score (RS) de 21 genes,?” el perfil de 70 genes,®® Prediction
Analysis of Microarray 50 (PAM50),%* EndoPredict, los indices del Grado Gendmico (GGl)
y el Breast Cancer Index (BCI) y otros mds para ayudar a estimar de forma mas precisa e
individualizada el riesgo de recaida en una paciente concreta. Estos perfiles
multigenéticos se han desarrollado a partir de estudios retrospectivos, y se han puesto
en marcha varios estudios prospectivos para confirmar su validez y definir su utilidad
clinica.

El Recurrence Score (RS) de 21 genes (Oncotype DX) es el perfil prondstico mejor
validado para pacientes con cancer de mama RE-positivo, y puede ademas identificar a
las pacientes con mas probabilidades de beneficiarse de la quimioterapia adyuvante. El
desarrollo del RS de 21 genes se basd en datos de pacientes con cancer de mama RE-
positivo con ganglios axilares negativos que habian sido incluidas en el estudio NSABP
B-14 y fueron tratadas con tamoxifeno. La tasa de recidiva a distancia a 10 afios en el
grupo de bajo riesgo fue significativamente menor que la del grupo de alto riesgo (6,8
vs. 30,5%, p<0,001).82 Por otro lado, el andlisis retrospectivo del RS de 21 genes en el
estudio NSABP B-20 en pacientes con cancer de mama RE-positivo y ganglios negativos
mostrd un mayor beneficio de la adicidon de quimioterapia (CMF) en comparacion con
tamoxifeno solo en el grupo de pacientes que tenian un RS elevado (>30) (SLE a distancia
a 10 afios 88% vs. 60%, respectivamente; HR 0.26, IC 95% 0.13-0.53). Sin embargo, no
se evidencio beneficio con la adicién de CMF en las pacientes con un RS bajo (<18) o
intermedio (19-30).%> Estos andlisis retrospectivos de ensayos clinicos prospectivos
sugieren que el perfil de 21 genes puede predecir el beneficio de la quimioterapia
adyuvante en pacientes con cancer de mama ER-positivo y ganglios negativos y un RS
>30, mientras que parece razonable no administrar quimioterapia adyuvante en
aquellas pacientes con un RS <18. Se han puesto en marcha varios grandes ensayos
aleatorios para confirmar estos resultados, como el estudio TAILORx (Trial Assigning
Individualized Options for Treatment [Rx]) o el estudio RxPONDER (Rx for Positive Node,
Endocrine Responsive Breast Cancer). Recientemente se han publicado los primeros
resultados de este estudio. De las 10.253 pacientes incluidas con cancer de mama RE-
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positivo, HER2-negativo y ganglios negativos, las 1.626 mujeres (15,9%) que tenian un
RS entre 0 y 10 fueron todas ellas asignadas a recibir hormonoterapia sola (sin
guimioterapia). A los 5 afios, en esta poblacién de pacientes de bajo riesgo, la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) invasiva era del 93,8% (IC 95%: 92,4-94,9), la
SLE a distancia del 99,3% (IC 95%: 98,7-99,6), la supervivencia libre de recaida
locorregional o a distancia fue del 98,7% (IC 95%: 97,9-99,2), y la supervivencia global
del 98,0% (IC 95% 97,1 - 98,6).%° Estos primeros resultados apoyan la utilidad clinica del
RS de 21 genes para identificar pacientes con muy buen prondstico en las que se podria
evitar de forma segura la quimioterapia adyuvante. Aun estan pendientes los resultados
de las pacientes con un RS intermedio y alto. Del mismo modo, en el ensayo clinico PlanB
del grupo aleman que incluia aproximadamente 2.400 pacientes con cancer de mama
RE-positivo y enfermedad pNO-1, en 348 pacientes (15,3%) con un RS <11 se omitié la
qguimioterapia adyuvante por recomendacién del protocolo. Tras una mediana de
seguimiento de 55 meses, en estas pacientes con un RS <11 y tratadas con
hormonoterapia sola, la SLE a 5 afos era del 94%, vs. 94% y 84% en las pacientes con RS
12-25 y RS >25 que si recibieron quimioterapia, respectivamente.87 En un analisis
exploratorio de subgrupos presentado recientemente, el subgrupo de 109 pacientes con
1-3 ganglios positivos y RS < 11 tratadas con hormonoterapia sola tenian también un
excelente prondstico a pesar de no recibir quimioterapia, con una SLE a 5 afos del 94%;
practicamente la misma que la de las 239 pacientes con ganglios es bajo.*

El perfil de 70 genes de Amsterdam se desarroll6 como un marcador prondstico a
partir de microarrays de ADN de muestras congeladas de 98 pacientes <55 afios con
cancer de mama con ganglios negativos. Se compard a las pacientes que recayeron en
los primeros 5 afios con las que seguian libre de enfermedad después de >5 afos, y
mediante un modelo matematico se calculd un score que diferenciaba a las pacientes
con buen prondstico de las de mal prondstico.®®> A pesar de que el test fue aprobado
inicialmente para su uso con tejido congelado no fijado, actualmente se ha adaptado
para usarse con tejido fijado en formol e incluido en parafina. En la actualidad, el ensayo
clinico MINDACT (Microarray In Node-negative and 1-3 node-positive Disease may
Avoid ChemoTherapy) esta investigando prospectivamente la utilidad clinica del perfil
de 70 genes. A casi 6.700 mujeres incluidas con 0-3 ganglios axilares afectos se les realizo
una doble evaluacion del riesgo de recaida tanto por criterios clinicos (usando Adjuvant!
Online) como por el perfil de 70 genes. Las pacientes con un riesgo discordante por la
prediccidon gendmica y la clinica fueron aleatoriamente asignadas a recibir o no
quimioterapia adyuvante. Hubo 1.550 pacientes (23%) con un alto riesgo de recaida por
factores clinicos pero un bajo riesgo por el perfil genético (incluyendo un 48% de
pacientes con ganglios positivos, un 58% de tumores >2 cm y un 29% de tumores de
grado 3). La supervivencia libre de metastasis a distancia a 5 afios en este subgrupo
discordante fue del 95%, independientemente de si recibieron o no quimioterapia.®’
Estos resultados preliminares sugieren que este perfil genético puede identificar un
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subgrupo de pacientes con tumores RE-positivos con un buen prondstico con
hormonoterapia sola a pesar de tener caracteristicas clinicas de alto riesgo (incluyendo
tamafo tumoral >2 cm y 1-3 ganglios positivos). Estos resultados podrian justificar el
uso del perfil de 70 genes en pacientes con alto riesgo clinico, con una potencial
reduccion del uso de quimioterapia en un 46% en este subgrupo. Estamos a la espera
del informe final de los datos del estudio MINDACT para confirmar estos resultados con
un mayor seguimiento y valorar la utilidad clinica real de esta plataforma en la practica
clinica.

Como se ha comentado anteriormente, Perou et al. describieron varios subtipos
especificos de cancer de mama identificados tras un agrupamiento jerarquico no
supervisado, denominados luminal, basal-like, normal-like, y HER2—enriquecido.8° Estos
subtipos intrinsecos fueron reproducidos en otras series®, y se diferenciaban en su
evolucidn clinica, patrén de recaida y respuesta a la quimioterapia,” apoyando la idea
de que representaban verdaderas entidades clinicas biolégicamente diferentes. Sin
embargo, estos primeros estudios se vieron limitados por el hecho de que se requeria
tejido fresco congelado. Para superar este obstaculo, Parker et al. desarrollaron un test
clinico basado en gRT-PCR para el diagndstico de los subtipos intrinsecos que podia
realizarse en tejido tumoral fijado en formol e incluido en parafina. El test, denominado
PAMS5O0 (The Predictor Analysis of Microarray 50), se desarrollé a partir de 1.906 genes
"intrinsecos" que fueron obtenidos por agrupamiento jerarquico, reduciéndolo a un set
de 50 genes capaz de reproducir la clasificacion de subtipos intrinsecos de forma fiable.
Ademas, proporciona un indice numérico compuesto por el subtipo intrinseco (definido
por el PAM50) y el tamafio del tumor, denominado risk of recurrence (ROR) score que
permite clasificar a las pacientes en categorias de bajo, intermedio y alto riesgo. El ROR
tenia un impacto prondstico independiente y significativo en pacientes con cancer de
mama con ganglios negativos 2*. Con el fin de demostrar su utilidad clinica con un alto
nivel de evidencia, se han realizado numerosos estudios prospectivos-retrospectivos
que han confirmado el valor pronéstico independiente de PAMS50 en céancer de mama.”
%3 En un analisis retrospectivo realizado en 1.478 pacientes posmenopausicas con cancer
de mama con RE-positivos y ganglios negativos o positivos tratadas con hormonoterapia
que participaron en el ensayo clinico ABCSG-8, las tasas de supervivencia libre de recaida
a distancia a 10 afos eran del 96,7%, 91,3% y 79,9% en los grupos de bajo, intermedio y
alto riesgo, respectivamente, basados en el PAMS50 ROR score.”* Ademds, el indice ROR
score puede identificar a pacientes con cancer de mama con RE-positivos tratados con
hormonoterapia con riesgo de recaida tardia. El grupo de bajo riesgo tenia un riesgo de
metastasis tardias del 2,4% en comparacién con 17,5% del grupo de alto riesgo.95 Un
analisis combinado de los estudios ABCSG-8 y ATAC comunicé similares resultados, que
podrian ayudar a seleccionar a las pacientes que mas podrian beneficiarse de la
hormonoterapia extendida mas alla de los 5 afios de tratamiento.’® En otro analisis de
1.017 pacientes posmenopausicas tratadas con tamoxifeno o anastrozol adyuvante del
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ensayo ATAC, el indice ROR tenia una relacién continua con el riesgo de recaida a
distancia a 10 afios, tanto en pacientes con ganglios negativos como con ganglios
positivos y afiadia informacién prondstica significativa en todos los subgrupos de
pacientes. En el mismo analisis retrospectivo del ensayo ATAC se comparé la capacidad
prondstica del ROR score con el RS de 21 genes (Oncotype DX). Ambos test clasificaron
un porcentaje similar de pacientes con tumores RE-positivos/HER2-negativo y ganglios
negativos como de bajo riesgo con un riesgo de recaida similar, pero el ROR identificd
mas pacientes en el grupo de alto riesgo y menos en el grupo intermedio en
comparacién con el RS de 21 genes.”’

Prosigna® (NanoString Technologies, Seattle, EE.UU.) es un clasificador de subtipos
y de riesgo basado en PAM50 que utiliza la plataforma NanoString nCounter® Dx para
realizar el test de forma descentralizada en laboratorios convencionales. El test
comercial proporciona una estimacion precisa del riesgo de recaida a distancia en cancer
de mama con RE-positivos en consonancia con el test PAM50 basado en RT-PCR
publicado anteriormente, habiéndose confirmado su validez analitica.’®

El perfil prondstico EndoPredict (EP) esta basado en ARN vy utiliza la RT-PCR de 11
genes (8 genes relacionados con el cancer y 3 genes de referencia) para calcular un score
prondstico. Fue validado utilizando los datos de dos ensayos clinicos randomizados del
grupo austriaco (ABCSG-6 y ABCSG-8), en los que su valor prondstico era independiente
de los factores prondsticos clasicos.”” EP parece ser util para identificar un subgrupo de
pacientes con tumores ER-positivos, HER2-negativo (y ganglios negativos) con un riesgo
muy bajo de recaida sin quimioterapia adyuvante, y también parece identificar a las

190 Ademads, el EP score también se ha

pacientes con bajo riesgo de recaida tardia.
combinado con la afectacion ganglionar y el tamafio tumoral para calcular un score de
riesgo mas completo denominado EPclin. El valor prondstico de EPclin también se ha
validado en los dos ensayos clinicos austriacos, en los que las tasas de recaida a distancia
a 10 anos eran del 4% y 4% en los subgrupos EPclin de bajo riesgo y del 28% y 22% en
las pacientes con EPclin de alto riesgo en ABCSG-6 (p<0,001) y ABCSG-8 (p<0,001),
respectivamente, siendo superior a todos los factores de riesgo clinico-patoldgicos
clasicos y a las clasificaciones prondsticas derivadas de las guias clinicas habituales como
la NCCN, alemana S3 y St. Gallen 2011.**

El impacto prondstico de EP y EPclin se ha investigado también en 555 tumores ER-
positivos y HER2-negativo del estudio GEICAM 9906, en el que 1.246 pacientes con
tumores con ganglios positivos fueron aleatorizadas a quimioterapia adyuvante con FEC
vs. FEC seguido de paclitaxel, seguido de hormonoterapia. EP era un potente marcador
prondstico independiente, no sélo en mujeres posmenopausicas (HR 3,3, 1C95% 1.3-8.5;
p=0,0109), sino también en premenopdusicas (HR 6,7, IC 95% 2,4-18,3; p=0,0002),
demostrando que el significado prondstico no estaba relacionado con el estado
menopausico.'® En esta misma cohorte de pacientes se ha comparado recientemente
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EP con la versidon de investigacion de PAM50 (no estandarizada), sin encontrarse

103 Ep estd comercializado

diferencias estadisticamente significativas entre ambos test.
en Europa y se puede realizar en laboratorios convencionales de biologia molecular
usando muestras incluidas en parafina tanto de las biopsias diagndsticas como de la

piezas quirdrgicas.'®**%

1.2.8 Tratamiento del tumor primario

El tratamiento estandar del cdncer de mama consiste en la extirpacion quirdrgica
del tumor. Las técnicas quirdrgicas van desde una extirpacion del tumor o de un
segmento de la mama en el que asienta el tumor (cirugia conservadora de la mama) o
una extirpacion total de la glandula (mastectomia). El tipo de cirugia depende del
tamafio y la localizacion del tumor, tamafio de la glandula mamaria y de la preferencia
de la paciente. En el caso de optar por una cirugia conservadora, posteriormente se
administrara un tratamiento radioterdpico para reducir el riesgo de recidivas loco-
regionales. Varios estudios con seguimiento a largo plazo han demostrado que la cirugia
conservadora seguida de radioterapia es tan efectiva como la mastectomia radical para

las pacientes con estadios | y Il de cancer de mama.”**

La cirugia de la axila se realiza
como procedimiento de estadificacién del tumor, es decir, para definir la extensién de
la enfermedad y asi conocer mejor su prondstico y poder tomar futuras decisiones de
tratamiento. Puede tratarse de un muestreo, como la biopsia selectiva del ganglio
centinela (BSGC) o de una extirpacion amplia de los ganglios axilares (linfadenectomia
axilar). El ganglio centinela es el ganglio linfatico que presumiblemente recibe en primer
lugar el drenaje linfatico del tumor mamario. Varios estudios han demostrado que la
BSGC es el abordaje preferible en la prediccidon del estado de los ganglios axilares, por
su aceptable fiabilidad y por la disminucion de la morbilidad relacionada con la cirugia
axilar. Si la BSGC es negativa no es necesaria una cirugia adicional en la axila."*1°

La radioterapia post-operatoria se administra para eliminar posibles
micrometdstasis en el parénquima mamario, pared toracica y/o axila. Deberia ofrecerse
a todas las mujeres a las que se les ha practicado una cirugia conservadora de la mama.
El metandlisis de Oxford, centrandose en las pacientes sometidas a cirugia conservadora
de la mama, ha demostrado que la radioterapia post-operatoria reduce tanto el riesgo
de recaida local a 10 afios (de un 35% a un 19,3%) como el riesgo de muerte por cancer
de mama a 15 afios (de un 25,2% a un 21,4%).” Ademads, en las mujeres tratadas con
mastectomia y vaciamiento axilar y que tenian afectacién ganglionar, el riesgo de
recidiva local a 5 afios se redujo de 23,0% a 6,0% (reduccién absoluta del 17%) vy la
mortalidad por cancer de mama a 15 afios disminuyd de un 60.1% a 54.7% (reduccion
absoluta del 5,4%) en el grupo que recibié radioterapia post-mastectomia frente al que

no la recibi¢.**!
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El tratamiento sistémico adyuvante se administra para eliminar posibles micro-
metadstasis que se hubieran podido implantar en cualquier parte del cuerpo antes o
durante el procedimiento quirdrgico. Consiste en quimioterapia, hormonoterapia y/o
tratamiento dirigido anti-HER2 con anticuerpos monoclonales. La quimioterapia
adyuvante se introdujo alrededor del afio 1970. Los clasicos ensayos clinicos de Bernard
Fisher'*? y Gianni Bonadonna®"® demostraron que la quimioterapia adyuvante después
de la reseccion quirurgica del cancer de mama mejoraba significativamente Ia
supervivencia. Gianni Bonadonna inici6 el primer ensayo clinico aleatorio que compara
la poliquimioterapia versus no quimioterapia en pacientes con cancer de mama con
ganglios positivos. El resultado a largo plazo de la combinacién de ciclofosfamida,
metotrexato y 5-fluorouracilo (CMF) demostrd un beneficio en la supervivencia frente a

13 En la década de 1990 las antraciclinas se incorporaron al

no recibir quimioterapia.
arsenal terapéutico adyuvante. El metanalisis de Oxford de 2005 demostrd que la
poliqguimioterapia basada en antraciclinas producia una modesta mayor supervivencia

114

en comparacion con la poliquimioterapia tipo CMF.”™" La siguiente gran contribucion

vino con la incorporaciéon de los taxanos a la adyuvancia en la década de 2000,

115 13 adicién de los

consiguiéndose un ligero aumento adicional de la supervivencia.
taxanos a un esquema de antraciclinas reducia la mortalidad por cancer de mama en un
14 %, aunque de forma no estadisticamente significativa cuando se comparaba con
esquemas de antraciclinas de mayor duracién o intensidad de dosis mas alta.? El
metanalisis de Oxford desde 2012 demuestra que el esquema CMF reduce la mortalidad
por cancer de mama en torno al 20-25%. Los modernos esquemas de quimioterapia
(combinaciones o secuencias de antraciclinas y taxanos) reducen un 15-20% adicional
en la mortalidad por cancer de mama respecto a CMF.?> En resumen, el beneficio
estimado de la administracion de quimioterapia adyuvante es de una reduccion relativa
de la mortalidad por cancer de mama a 10 afios en un tercio respecto a no recibir
guimioterapia, independientemente de la edad, la afectacion ganglionar, tamafo
tumoral, grado, estado de los receptores hormonales o el uso de tamoxifeno.’

El tratamiento quimioterapico preoperatorio en pacientes con cancer de mama
permite monitorizar la respuesta al tratamiento. No se han demostrado diferencias
significativas en la SG entre las pacientes con cancer de mama operable que reciben
quimioterapia pre o postoperatoria.' Sin embargo, el grupo aleman ha demostrado en
el estudio GeparTrio que el tratamiento preoperatorio guiado por la respuesta consigue
una supervivencia libre de enfermedad significativamente mas larga que el tratamiento
convencional.™® Por otra parte, los resultados de un metanalisis del Collaborative Trials
in Neoadjuvant Breast Cancer (CTNeoBC) demuestran que las pacientes que obtienen
respuesta completa patoldgica (RCp) en la mama y la axila (ypTO ypNO) tenian mejor SG
en comparacion con las pacientes con tumor residual (HR 0,36; IC 95%, 0,31 - 0,42). Este
impacto en la supervivencia se veia sobre todo en las pacientes con tumores mas
agresivos.'
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La hormonoterapia adyuvante se ofrece Unicamente a las pacientes con cancer de
mama con RE-positivo, ya que las pacientes con tumores RE-negativo no se benefician

de este tratamiento.!*

En las pacientes con cancer de mama RE-positivo, 5 afios de
tamoxifeno reduce la mortalidad por cancer de mama en aproximadamente un tercio
después de 15 anos de seguimiento. El efecto beneficioso del tamoxifeno es

18 Ademds, datos recientemente publicados han

independiente del estado del RPg.
demostrado que en las mujeres con cancer de mama RE-positivo continuar tamoxifeno
hasta diez afios en comparacién con los cinco afios de tratamiento reduce aun mas la
mortalidad por cancer de mama, de 15,0% a 12,2% durante el seguimiento de 5 a 14
afios (reduccién de la mortalidad absoluta 2.8 %).**° A principios de la década del 2000,
los inhibidores de aromatasa se incorporaron al tratamiento hormonal adyuvante para

120-122 | 55 inhibidores de aromatasa

mujeres postmenopausicas con cancer RE-positivo.
se pueden utilizar bien en monoterapia durante cinco afos o como un tratamiento
secuencial tras 2-3 afios o tras 5 afos de tamoxifeno. En comparacién con tamoxifeno,
los inhibidores de aromatasa reducen la tasa de recaidas a 5 aflos en torno a un 3% en

términos absolutos y producen un efecto marginal sobre la supervivencia.**®

Las pacientes con tumores que sobre-expresan HER2 reciben tratamiento
adyuvante con agentes bioldgicos como trastuzumab, un anticuerpo monoclonal
dirigido contra el receptor HER2. Trastuzumab reduce el riesgo de recidiva en un 50 % y
el riesgo de muerte en un 30 % como tratamiento adyuvante.*®**° Desde el afio 2005 se
ofrece 1 afio de tratamiento con trastuzumab a las pacientes con cancer de mama HER2-
positivo que reciben quimioterapia adyuvante. La duracién éptima del tratamiento con
trastuzumab ha sido objeto de varios estudios. El estudio HERA no demostrd ningun
beneficio de 2 afios frente a 1 afio de tratamiento con trastuzumab,'** y el estudio
PHARE no pudo demostrar que 6 meses de tratamiento no era inferior a 1 afio.*> Sin
embargo, el pequefio estudio FinnHER con un corto tratamiento de tan solo 9 semanas
de trastuzumab mostré un beneficio en SLE para el tratamiento con trastuzumab,
aunque no estadisticamente significativo (HR 0,65, IC95%, 0,38-1,12; p=0,12).47 Porello,
el tratamiento estandar hasta el momento sigue siendo 1 afo de tratamiento con

8118126 pacientemente, pertuzumab,

trastuzumab en combinacion con quimioterapia.
otro anticuerpo monoclonal anti-HER2 ha sido aprobado por la FDA (USA Food and Drug
Administration) y por la EMA (European Medicines Agency) para el tratamiento
preoperatorio de las pacientes con cancer de mama HER2 positivo tras publicarse los
resultados de los estudios NeoSphere y TRYPHAENA. Las pacientes que recibieron una
combinacion de pertuzumab, trastuzumab y docetaxel obtuvieron una tasa de pCR
significativamente mayor que aquellas que sélo recibieron trastuzumab y docetaxel, lo
qgue posiblemente se asociara con una ventaja de supervivencia a largo plazo. Aunque
el estudio no estaba disefiado formalmente para estudiar la supervivencia, de forma

descriptiva se han comunicado las tasas de SLP a los 5 afios de 81% (IC 95% 71-87) para
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el grupo A, 86% (77-91) para el grupo B, 73% (64-81) para el grupo Cy 73% (63-81) para
el grupo D (HR 0,69 [95% CI 0,34-1,40] grupo B vs grupo A)."**?

1.3. Diagndstico y tratamiento de la recidiva

Aunque el cancer de mama metastasico (CMM) o estadio IV es una enfermedad
incurable, la supervivencia ha aumentado progresivamente durante las ultimas décadas,
lo que probablemente esté relacionado, entre otros factores, con la introduccién de
129130 5agin datos del estudio CASCADE sobre un total
de 443 pacientes con CMM procedentes de 13 hospitales espafioles, la mediana de

nuevos tratamientos sistémicos.

supervivencia global es de 32,8 meses, con un rango de unos pocos meses a muchos

afios. ™!

Las pacientes con cancer de mama en las que se detecta la presencia de
metdstasis en el momento del diagndstico (CMM de inicio o de novo) constituyen un 5-
6%, y su prondstico es ligeramente mejor al de aquellas diagnosticadas como recaida
locorregional o a distancia de un tumor de mama inicialmente localizado tras un
intervalo libre de enfermedad mas o menos largo (mediana de SG 38,8 vs. 31,7 meses,

respectivamente; p=0.01)."*!

Y el prondstico de las pacientes con tumores luminales o
HER2+ es significativamente mejor que el de las pacientes con tumores triple negativo

(mediana de SG 38,6 vs. 19,0 meses; p=0.01)."*

1.3.1 Diagndstico de la recidiva

Aun a pesar de los esfuerzos conjuntos de los distintos tratamientos adyuvantes,
alrededor del 20% de las mujeres con cancer de mama primario desarrollardan con
posterioridad una recaida de su enfermedad que en la mayoria de las ocasiones sera
incurable y de la que finalmente falleceran.

El diagndstico de recaida del cancer de mama a menudo se ha basado en una
combinacidon de signos clinicos y/o radioldgicos de recaida y no siempre por
confirmacién patolégica de la sospecha de recaida. Antes de iniciar el tratamiento de la
enfermedad metastdsica, sea ésta diagnosticada al inicio (CMM de novo) o como recaida
de un tumor de mama localizado diagnosticado anteriormente, las lesiones sospechosas
de metastasis deberian ser biopsiadas como parte de la evaluacion de la enfermedad
metastdsica. Esto asegura una confirmacién de la extension metastasica de la
enfermedad y determina la histologia tumoral y los factores prondsticos y predictivos
de respuesta a los subsiguientes tratamientos sistémicos, como el RE, RPg y HER2. Esto
es especialmente importante al inicio de la enfermedad metastasica para establecer el
diagndstico y descartar lesiones de otra naturaleza (lesiones benignas o segundos
tumores malignos insospechados) y evitar tratamientos innecesarios o inadecuados. Y
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también es especialmente importante si el tumor primario era negativo para RE, RPg y/o
HER2, ya que una conversion de negativo a positivo cambiaria por completo la estrategia
terapéutica.

Hasta hace unos pocos afos se habia considerado que la maquinaria molecular
basica de un tumor individual no se modificaba en el curso de la enfermedad y los
estudios con perfiles de expresion gendmica demostraron que las muestras
emparejadas de tumores primarios de mama y sus correspondientes metdstasis de la
misma paciente seguian siendo mas similares entre ellas que con cualquier tumor de

otra paciente.*>*3*

Por lo tanto se suponia que la expresion de receptores era asimismo
estable en la evolucién de un mismo tumor y no se consideraba necesario repetirlos en
el tejido metastasico, a menudo dificil de obtener. Por ello, el manejo sistémico del
cancer de mama avanzado se ha basado durante muchos afios en los biomarcadores del
tumor primario, a pesar de que las recaidas se hayan producido afos después del

mismo.

Sin embargo, datos clinicos mas recientes (incluyendo los datos de esta tesis)
sugieren que las discordancias de los marcadores RE, RPg y HER2 entre el tumor primario
y la enfermedad metastdsica pueden ser clinicamente importantes, habiéndose
comunicado discordancias de hasta un 33% en la determinacién de HER2 entre el tumor
primario y las metastasis en pequefios estudios retrospectivos, con un promedio
alrededor del 10%.°'***® De igual forma se han comunicado hasta un 34% de
conversiones en alguno de los receptores RE, RPg y/o HER2 en el subgrupo de tumores
triple negativos.138 En un andlisis combinado de dos estudios prospectivos que
incluyeron 289 pacientes, las tasas de discordancia de RE, RPg y HER2 entre el tumor
primario y sus correspondientes metastasis fueron 13, 31 y 5,5%, respectivamente.139
Estas discordancias consisten tanto en conversiones de estado negativo a estado
positivo como en pérdidas de expresién del receptor en las recaidas de tumores
primariamente positivos. Estos cambios de expresion del receptor parecen asociarse a
un peor prondstico para estas pacientes, posiblemente debido a que se les podria estar
administrando un tratamiento inefectivo, o bien omitiendo un tratamiento

efectivo. 138,140-142

De hecho, se han comunicado respuestas cuando a las pacientes en las
gue se observd conversion del estado HER2 en la metastasis recibieron tratamiento con

terapias anti- HER2.'*?

No obstante, el significado clinico de estas observaciones resulta controvertido. En
particular no esta aclarado si estas observaciones suponen: 1) una discordancia técnica
o error en la medicidn, (asociadas a la variabilidad en la interpretacién y evaluacion de
las muestras, en los procedimientos de fijacién y tincidn, o en los limites de deteccién
de las técnicas empleadas); la reproducibilidad de la metodologia para determinar la
expresion de HER2 es de un 80-85%, incluso dentro de un mismo laboratorio, como se
ha puesto en evidencia en los recientes estudios internacionales de adyuvancia; 2) si son
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fundamentalmente debidas a la heterogeneidad intratumoral, de manera que existirian
simultaneamente regiones dentro del tumor con diferente expresion de receptores,
aunque soélo uno de estos componentes daria lugar a la metastatizacion; o 3) suponen
una adaptacion bioldgica de las células del tumor que contribuye al mecanismo de
resistencia y a la evolucidon hacia un fenotipo mas agresivo. En todo caso, la deteccién
de estas discordancias aumenta la posibilidad de identificar pacientes que podrian
beneficiarse de un cambio en la estrategia terapéutica, por ejemplo, afiadiendo una
terapia anti-HER2 a pacientes con conversion HER2+ en sus metastasis.

Por ello, siempre que sea factible es aconsejable realizar una biopsia a las pacientes
con enfermedad metastdsica y particularmente cuando se diagnostica la recaida por
primera vez, lo que no sdlo establecera el diagndstico de cancer de mama metastasico,
sino que también permitird un re-examen del estado de los biomarcadores.** La
realizacion de una biopsia de las lesiones metastasicas modifica el manejo clinico en el
14% de las pacientes.’®® Sin embargo, hay que tener en cuenta la ausencia de datos
prospectivos de que la verificacién del estado de receptor en las nuevas metastasis y los
consecuentes cambios en el manejo clinico conduzcan finalmente a mejorar la calidad
de vida y la supervivencia de las pacientes. Las guias clinicas basadas en consenso de
expertos recomiendan, cuando hay discordancia de RE, RPg o HER2 entre el tumor
primario y sus metadstasis, utilizar los receptores de la metdstasis para orientar el
tratamiento sistémico, si es compatible con el contexto clinico y con los objetivos de la
paciente.13

Aunque las biopsias de la enfermedad metastasica se recomiendan en la mayoria de
las pacientes para confirmar el diagndstico y re-evaluar los marcadores, puede haber
alguna paciente en la que la informacién disponible en el tumor primario sea suficiente
y compatible con el curso evolutivo de su enfermedad; por ejemplo, la aparicién de
metastasis déseas de dificil acceso en una paciente con un tumor primario
originariamente RE+/HER2- tras un largo intervalo libre de enfermedad. Por otro lado,
se debe tener precaucién en la interpretacion de la informacién obtenida a partir de
biopsias 6seas, ya que el procesamiento (descalcificacidn) puede alterar los resultados
del RE y/o HER2, o las biopsias puede contener escasas células tumorales y los resultados
pueden no ser fiables. Las dificultades técnicas que afectan al examen del tejido debido
a la localizacién de la metastasis (por ejemplo, el hueso) se deben discutir con el
patdlogo de antemano.

La mayoria de las localizaciones metastasicas estan disponibles con métodos

minimamente invasivos. Las biopsias de las lesiones superficiales y palpables se pueden

144

realizar sin la ayuda de técnicas de imagen.”™ Otras lesiones se pueden evaluar con

técnicas percutdneas asistidas por imagen relativamente sencillas y con pocas

complicaciones.'*>**
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Por ultimo, la sospecha clinica de recaida debe incluir un estudio de extensién de
rutina que incluya exploracidon fisica, pruebas bioquimicas (hemograma, funcién
hepatica, fosfatasa alcalina y marcadores tumorales) y técnicas de imagen. Las pruebas
de imagen deben incluir térax, abdomen (+ pelvis) y esqueleto. Ademas, si estuvieran
clinicamente indicadas, deberian realizarse otras exploraciones dirigidas a |la
sintomatologia o signos clinicos que presente la paciente (como TAC o RNM cerebral,
RNM de raquis, RNM hepatica, radiografia convencional, etc.).12

1.3.1.1 Puncion Aspiracion con Aguja Fina (PAAF)

La PAAF es un método establecido utilizado desde hace décadas en el diagndstico
preoperatorio de lesiones sospechosas de la mama. Es facil de realizar, causa muy pocas
molestias a la paciente y conlleva un riesgo insignificante de complicaciones tanto en el

145 Ademads, el desarrollo de anticuerpos

tumor primario como en la metastasis.
monoclonales utilizados para la evaluacion del RE, RPg y HER2 han hecho posible
caracterizar biolégicamente las muestras citoldgicas.™* La fiabilidad de la PAAF en la
evaluacién de los receptores hormonales se ha documentado en numerosos trabajos,™®
>3 aunque para ello el uso de una fijacién dptima en la PAAF es de gran importancia, ya

que influird decisivamente en la visualizacién de determinados antigenos (Fig. 6).**%*>3

Figura 6. Puncion Aspirativa con Aguja Fina (PAAF): A. Células tumorales en higado en una
recaida por cancer de mama. B. Células tumorales de cancer de mama RE-positivas en higado.
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1.3.1.2 Biopsia con aguja gruesa (BAG)

La principal ventaja de la biopsia con aguja gruesa (BAG) es que permite tanto el
andlisis de un fragmento de tejido tumoral como del estroma circundante (Fig. 7).
Investigaciones de los Ultimos anos demuestran que los componentes del estroma
pueden albergar funciones importantes para la progresion del cancer de mama.****’

La comparacion de las dos técnicas PAAF y BAG en el cancer de mama primario ha
demostrado una mayor sensibilidad y una especificidad equivalente o mayor con la BAG
respecto a la PAAF.®*! varios estudios han revelado un alto nivel de concordancia en
la evaluacién del RE, RPg y HER2 entre los hallazgos obtenidos por inmunocitoquimica e
162163 por otro lado, otros estudios han demostrado una buena
correlacion entre la BAG y la biopsia escisional tanto para el RE (98,2%) como para HER2
(98,8%).'%*

inmunohistoquimica.

Figura 7. Biopsia con aguja gruesa (BAG). A. Células tumorales en higado en una recaida por

cancer de mama. B. Células tumorales de cancer de mama RE-positivas en higado.

Sin embargo, tanto la PAAF como la BAG tienen la limitacion potencial de que
pueden dar lugar a un resultado falso negativo. Los mejores resultados se obtienen
cuando un patdlogo experimentado evalta in situ la idoneidad de la muestra.***
Ademds, para interpretar adecuadamente la inmunotincién, deberia utilizarse
preferiblemente siempre un control negativo y otro positivo para minimizar el riesgo de
obtener falsos positivos y falsos negativos. Como se ha comentado anteriormente, hay
gue prestar especial atencion al proceso de fijacion, ya que contribuira definitivamente

149,153

a la visualizacién de determinados antigenos. Los antigenos nucleares como el RE
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y RPg se visualizan mejor mediante la fijacion de las muestras secadas al aire y después
en formol.**?

Por otra parte, se requiere especial cuidado en la evaluacion de las biopsias dseas,
ya que el procedimiento de descalcificacion ésea puede influir y reducir la tincidn de RE,
RPgy HER2.'%>*¢

Un estudio prospectivo que evaluaba la confirmacion histoldgica de pacientes con
cancer de mama metastasico con PAAF y BAG (121 biopsias) demostré un pequeiio
retraso en el inicio del tratamiento de aproximadamente 15 dias y un evento adverso
grave (hemorragia de una biopsia de la piel que se resolvié con medidas conservadoras).
Sin embargo, este procedimiento ofrecia una mayor seguridad diagndstica a los clinicos
y mayor confianza a las pacientes, y la mayoria de las pacientes a las que se realizé una
biopsia recomendaron la misma pauta de actuacion a otras pacientes con sospecha de
recidiva de un cancer de mama.'®®

1.3.1.3 Tissue Microarray (TMA)

La técnica de Tissue Microarrays (TMA) o micromatrices de tejido permite analizar
numerosos biomarcadores en ADN y ARN (por hibridaciéon in situ o FISH) y proteinas
(inmunohistoquimica) en un gran numero de tumores agrupados en una sola laminilla
microscopica con un interés diagndstico, prondstico o predictivo de respuesta. A partir
de los bloques tumorales, se seleccionan cilindros tisulares de didmetro variable (entre
0,5y 5 mm) y se transfieren a otro bloque de parafina receptor con multiples celdillas.
La técnica, que se desarrollé en los afios noventa, permite un considerable ahorro de
tiempo y de tejido.™® La fiabilidad del uso de los TMA en la evaluacién de RE, RPg y HER2

170-173 | 3 concordancia descrita entre las

en muestras tumorales esta bien documentada.
TMA vy las correspondientes secciones de cortes enteros para RE, RPg y HER2 fue de
aproximadamente 85-95%, 81-88% y 90-100%, respectivamente.'’*
menor correlacidn para RPg lo que se ha atribuido a una expresion mas heterogénea del

RPg en el tumor en comparacién con el RE.}%*74174

Se observd una

En la figura 8 en la pagina siguiente se explica el proceso de construccion y resultado
de un TMA.
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Figura 8. Fabricacion de TMA. A) Se extraen cilindros de tejido (generalmente de 0,6 mm de
diametro) de un bloque (“donante") de parafina convencional usando un microarrayer de
tejido y se colocan en los orificios prefabricados de un bloque (“receptor”) de parafina vacio.
Se utilizan microtomos para cortar secciones de microarrays de tejido. El uso de un sistema de
laminillas recubiertas con cinta adhesiva facilita la transferencia de secciones de TMA en el
portaobjetos y minimiza la pérdida de tejido. B) Visidon de conjunto de una seccion de TMA
teiida con hematoxilina-eosina (H&E). C-E) Ampliaciones de sectores de pocillos de tejido de
diferentes experimentos: C) Tincion de H&E de tejido de cancer de mama. D) IHQ de cédncer de
mama usando el HercepTest (DAKO). E) Analisis FISH del mismo caso mostrando la
amplificacion de HER2 (sefiales rojas) con un nimero normal de copias del centrémero 17

(sefiales verdes).'”*
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1.3.2 Tratamiento del cancer de mama metastasico
(CMM)

Los objetivos principales del tratamiento sistémico del cancer de mama metastasico
(CMM) son la prolongacidén de la supervivencia, el alivio de los sintomas y la mejoria o
mantenimiento de la calidad de vida a pesar de la toxicidad asociada con el tratamiento.
Como se ha comentado anteriormente, la mediana de supervivencia global para el CMM
es de 32,8 meses segtn datos del estudio CASCADE,***
meses a muchos afios en funcién del subtipo tumoral, localizaciones metastasicas y

con un rango de unos pocos

carga tumoral.

Aunque ningun ensayo clinico prospectivo aleatorio ha demostrado que el
tratamiento sistémico prolongue la supervivencia comparado con el mejor cuidado de
soporte, sin embargo, la supervivencia media de las pacientes con CMM parece haber
aumentado con el paso del tiempo. Esta tendencia se ha atribuido fundamentalmente a
la disponibilidad de nuevos farmacos mas eficaces, entre ellos los taxanos, los
inhibidores de la aromatasa, fulvestrant y trastuzumab. Y determinados farmacos, en
monoterapia o en combinacién, han demostrado aumentar la supervivencia respecto a

. 176-178
sus respectivos controles.”®

Por tanto, se acepta que el tratamiento sistémico del
CMM prolonga la supervivencia, mejora el control de sintomas y la calidad de vida, pero
no es curativo. Por ello es preferible utilizar tratamientos asociados con un bajo perfil

de toxicidad.

Existe controversia sobre cual es la manera éptima de medir la eficacia terapéutica.
La SG es el objetivo estandar para comparar tratamientos, pero requiere un seguimiento
prolongado y puede contaminarse por los efectos de los subsiguientes tratamientos. Sin
embargo, no se ha demostrado que ningun otro criterio de valoracion -incluyendo la
supervivencia libre de progresién (SLP), el tiempo hasta la progresion o la tasa de

respuesta- sean un buen sustituto de la $G.*”°

Las tasas de respuesta se han usado con
frecuencia para comparar la eficacia relativa de un nuevo tratamiento, pero una tasa de
respuesta elevada no necesariamente se traduce en incrementos de supervivencia
clinicamente relevantes. Ademas, el control de sintomas sin una respuesta objetiva
medible y la consecucién de una enfermedad estable prolongada en comparacién con

la progresion de enfermedad pueden ser clinicamente importantes.

La seleccion de una determinada estrategia terapéutica depende tanto de la
biologia tumoral como de factores clinicos y preferencias de la paciente. Aunque un
subgrupo de pacientes con enfermedad oligometastasica puede beneficiarse de un
abordaje locorregional mas intensivo, la mayoria de las pacientes con CMM reciben
tratamiento sistémico que consiste en quimioterapia, hormonoterapia, terapias
bioldgicas y cuidados de soporte.
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Las pacientes con CMM se estratifican inicialmente en funcién de la presencia o no
de metastasis Oseas, ya que el tratamiento con agentes moduladores de hueso
(bisfosfonatos, denosumab) reduce el riesgo de complicaciones esqueléticas (fracturas
patoldgicas, compresidn medular o necesidad de radioterapia o intervencidn quirurgica
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sobre el hueso). Estos dos subgrupos de pacientes se estratifican a su vez por el

estado de los receptores hormonales y HER2.

Las pacientes con CMM y RH positivos muy probablemente se beneficiaran de un
primer tratamiento sistémico de tipo hormonal, de escasa toxicidad, que a su vez
dependera del estado hormonal de la mujer (pre/peri- o postmenopausica). En mujeres
postmenopausicas, fulvestrant'®* y los inhibidores de aromatasa®®® son los tratamientos
hormonales mas eficaces. Las mujeres premenopausicas pueden recibir tratamiento con
tamoxifeno o bien se realiza una ablacidén/supresion ovarica y después se afiade un
tratamiento hormonal como el de cualquier mujer postmenopausica.’®® Diversos
tratamientos han demostrado un beneficio significativo al combinarse al tratamiento
hormonal en primera o sucesivas lineas, incrementando su eficacia y/o revirtiendo las
resistencias, como los inhibidores de las kinasas dependientes de ciclinas (palbociclib,
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ribociclib) e inhibidores de mTOR (everolimus).

La hormonoterapia, en cambio, no es apropiada para pacientes con tumores RH-
negativos, generalmente asociados con metastasis viscerales sintomdticas y cuyo
tratamiento de eleccion es la quimioterapia. La quimioterapia esta indicada para el CMM
hormonorrefractario, es decir, pacientes con tumores RH-negativos (o aquellos con RH-
positivos que han adquirido resistencia a la terapia hormonal), y para pacientes con
CMM con RH-positivos y hormonosensibles pero en situacion clinica comprometida con
crisis visceral o con enfermedad sintomatica rapidamente progresiva. Estas situaciones
son poco frecuentes, pero en ocasiones no resulta facil decidir cudndo utilizar la
guimioterapia en lugar de la hormonoterapia como tratamiento inicial para pacientes
con CMM con RH-positivos. En estos casos, después de que la respuesta a la
quimioterapia se estabilice (generalmente después de 4-6 meses), cambiar a una
hormonoterapia de mantenimiento es una estrategia habitual, que puede reducir los
efectos secundarios del tratamiento sin comprometer la supervivencia global.'®® Del
mismo modo, tampoco es obvio cuando utilizar una quimioterapia de combinacién en
vez de monoquimioterapia, o cudl es la mejor forma de incorporar las terapias
bioldgicas. La quimioterapia combinada (en lugar de la monoquimioterapia secuencial)
es mas apropiada cuando se considera que es mas importante obtener la mayor
probabilidad de respuesta que una potencial mayor toxicidad del tratamiento debido al
riesgo de disfuncidn organica inminente ocasionada por la enfermedad metastasica. Sin
embargo, no existen datos prospectivos que demuestren que la poliquimioterapia de
combinacion mejore la SG respecto a la monoquimioterapia secuencial. Entre los
farmacos preferidos se incluyen las antraciclinas (adriamicina, epirrubicina y adriamicina
liposomal), los taxanos (paclitaxel, docetaxel y nab-paclitaxel), los anti-metabolitos
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(capecitabina y gemcitabina) y los anti-microtibulos no taxanos (eribulina y
vinorelbina).*

Por ultimo, las pacientes con CMM HER2-positivo obtienen un considerable
beneficio de supervivencia con la adicién de terapia dirigida anti-HER2 (trastuzumab,
pertuzumab, trastuzumab-emtansina y lapatinib) a un esquema de
quimioterapia.‘r’2’54’55’189

La imposibilidad de obtener una respuesta tumoral o beneficio clinico a 3 esquemas
secuenciales de quimioterapia o el deterioro del estado funcional (ECOG 23) son
indicaciones para suspender el tratamiento oncolégico y proceder a un manejo
exclusivamente sintomatico o paliativo.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Como se ha comentado anteriormente en la seccién 1.3.1, hasta hace unos pocos
afios se habia considerado que la maquinaria molecular basica de un tumor en particular
no se modificaba a lo largo del curso de la enfermedad. Los estudios con perfiles de
expresion gendmica demostraron que las muestras apareadas de tumores primarios de
mama y sus correspondientes metdstasis de la misma paciente seguian siendo mas

133134 por o tanto se

similares entre ellas que con cualquier tumor de otra paciente.
suponia que la expresidon de receptores era asimismo estable en la evolucién de un
mismo tumor y no se consideraba necesario repetirlos en el tejido metastasico, a
menudo dificil de obtener. Por ello, el manejo sistémico del cdncer de mama avanzado
se ha basado durante muchos afios en los biomarcadores del tumor primario, a pesar

de que las recaidas se hayan producido afios después del mismo.

Sin embargo, datos clinicos mas recientes (incluyendo los datos que se aportan en
esta tesis) sugieren que las discordancias de los marcadores RE, RPg y HER2 entre el
tumor primario y la enfermedad metastasica pueden ser clinicamente importantes,
habiéndose comunicado variaciones de hasta un 34% en alguno de los receptores en

67,135-138 Estas

estudios pequefios y en la mayoria de los casos retrospectivos.
discordancias consisten tanto en conversiones de estado negativo a estado positivo
como en pérdidas de expresion del receptor, lo que conlleva claras implicaciones
prondsticas y terapéuticas, por cuanto se podria estar administrando un tratamiento

inefectivo, o bien omitiendo un tratamiento efectivo.

Estas discordancias en el estado de los receptores RE, RPg y HER2 podria deberse a
la adaptaciéon bioldgica y seleccidn clonal derivada de la adquisicion de nuevas
alteraciones genéticas durante la progresién tumoral y favorecida por el propio
tratamiento adyuvante.™® Sin embargo, otra posible explicacion es la heterogeneidad
intratumoral en cancer de mama, ya que no es infrecuente la existencia de tumores poli-
gendmicos compuestos por diferentes subclones que conviven de forma simultanea
incluso dentro de la misma lesidn metastdsica. Estos tumores heterogéneos se
componen generalmente de tan solo unas pocas subpoblaciones principales, que
pueden estar anatémicamente separadas o mezcladas entre si.°M192 A estos dos
fendmenos bioldgicos se suma la variabilidad de las técnicas inmunohistoquimicas e
ISH, en el manejo de las muestras, en los procedimientos de fijacidn y tincidn, en la
evaluacién e interpretacion y en los limites de deteccidn y puntos de corte de las
técnicas empleadas. Varios grandes estudios internacionales (ECOG 2197, ALTTO, BIG 1-
98)'*1% han abordado la concordancia entre la determinacién del RE, RPg y/o HER2 en
el laboratorio local donde se incluyd a la paciente y de manera centralizada en
laboratorios académicos de alto volumen. En general, |a tasa de falsos negativos para el
RE estaba en el orden del 10%, mientras que la tasa de falsos positivos era del 5%
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(laboratorio central versus laboratorio local). Para reducir toda esta variabilidad se han
aprobado documentos de consenso con recomendaciones especificas respecto a la
manipulacion de las muestras, fijacion y métodos de analisis, puntos de corte para la
interpretacion de resultados negativos, controles de calidad y estrategias de
monitorizacion para laboratorios individuales, que probablemente mejoraran la
reproducibilidad de estos biomarcadores.*>®

Por todo ello, la comprobacidn del estado de los receptores RE, RPg y HER2 en las
lesiones metastdsicas podria representar un procedimiento fundamental para optimizar
el tratamiento sistémico de las pacientes. La existencia de estas discrepancias, asi como
las mencionadas implicaciones clinicas y terapéuticas de las mismas conlleva la
necesidad de profundizar en la caracterizacion del proceso de conversidon de estos
biomarcadores durante el proceso metastasico. En este sentido, el presente estudio
pretende ampliar el conocimiento disponible acerca de este fendmeno, que podria
repercutir en una optimizacién del tratamiento sistémico y, en consecuencia, en una
mejoria en el prondstico y calidad de vida de nuestras pacientes.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

El estado de los receptores HER2 y RE se modifica a lo largo de la evolucion del
cancer de mama en aproximadamente un 10% y un 20% de los tumores,
respectivamente (con un porcentaje algo mayor para el receptor RPg), convirtiendo un
estado inicialmente negativo en el tumor primario a un estado positivo en la metastasis,
o al contrario (pérdida del estado positivo). Estos cambios en el estado de los receptores
se producen en todos los subtipos tumorales (tumores RH-positivos/HER2-negativos,
HER2-positivos y triple negativos) y se traducen también en cambios de subtipos
moleculares entre el tumor primario y las metdstasis, por lo que implican un cambio en
el prondstico y en el manejo terapéutico de las pacientes.

Estas conversiones en el estado de los receptores se deben al menos en parte a la
variabilidad técnica en su determinacién, que pueden ser minimizada evaluando los
biomarcadores en un laboratorio central de referencia con amplia experiencia en cancer
de mama, en el que se analice de forma simultanea y con la misma metodologia ambos
tejidos (tumor primario y metastdsico).

Sin embargo, las discrepancias en los receptores también pueden deberse a la
heterogeneidad intratumoral del propio cancer de mama y a la adaptacion biolégica de
las células tumorales que a lo largo de la evolucién de la enfermedad, impulsadas por
presiones selectivas cambiantes, adquieren un fenotipo mas agresivo en las metdstasis.
Probablemente los propios tratamientos sistémicos anti-tumorales y la radioterapia
contribuyen a la aparicidon de subclones con mutaciones relacionadas con la resistencia
que se convierten en dominantes en el tumor, lo que contribuye a la evolucién hacia un
fenotipo mas resistente y agresivo. Por ello nuestra hipdtesis es que los cambios mas
frecuentes en el estado de los receptores consisten en la pérdida de los receptores
hormonales y la ganancia de HER2.
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4. OBIJETIVOS

4.1.

Objetivo principal

El objetivo principal de esta tesis era determinar prospectivamente la tasa de

conversion del estado de HER2 entre el cancer de mama primario y sus respectivas

metdstasis en la poblacién global y en cada subtipo de tumor primario (RH-

positivo/HER2-negativo, HER2-positivo y triple negativo) definidos por técnicas IHQ/ISH,

segun las evaluaciones del laboratorio central.

4.2.

Objetivos secundarios

Los objetivos secundarios del estudio son:

Determinar prospectivamente la tasa de conversiéon de HER2, RE y RPg en la
poblacién global y en cada subtipo de tumor primario segln las evaluaciones
de los laboratorios locales, y la tasa de conversiéon de los receptores
hormonales RE y RPg segln las evaluaciones del laboratorio central.

Describir la tasa de conversién de subtipo tumoral (RH-positivo/HER2-negativo,
HER2-positivo y triple negativo definidos por métodos IHQ/ISH) entre el tumor
primario y sus respectivas metastasis, segun las determinaciones del
laboratorio central y de los laboratorios locales.

Analizar la variabilidad en la medicidn de los receptores HER2, RE y RPg entre
los laboratorios locales y el laboratorio central.

Evaluar la asociacién entre la tasa de conversidn de los receptores HER2, RE y
RPg determinada por el laboratorio central, la localizacidon de las metastasis
biopsiadas y el tratamiento previamente recibido.

Comparar la respuesta y el prondstico de las pacientes con/sin conversion de
receptores en términos de: tasa de respuesta objetiva, tiempo hasta la
progresidn y supervivencia libre de progresion al siguiente tratamiento tras la
realizacion de la biopsia, y supervivencia global.

Analizar en qué medida las discordancias de HER2, RE y RPg entre el tumor
primario y las metdastasis modifican el manejo clinico de las pacientes.
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5. PACIENTES Y METODO

5.1. Diseno del estudio

Para llevar a cabo los objetivos de esta tesis se propuso un estudio observacional,
prospectivo y multicéntrico. Se eligié un disefio prospectivo para evitar los sesgos de
seleccion de los estudios previos que habian abordado hasta el momento esta misma
cuestién. Y puesto que no existia suficiente evidencia de que las discordancias en los
biomarcadores existieran realmente o de que pudieran implicar un peor prondstico, ni
que las modificaciones en la estrategia terapéutica pudieran mejorar los resultados en
tales casos, nuestro estudio debia ser observacional. Por otro lado, el tamafio de la
muestra solo podia alcanzarse con un esfuerzo conjunto de multiples investigadores.

Dada la naturaleza del estudio (observacional, prospectivo y multicéntrico) se
propuso su coordinacién por el Grupo Espafiol de Investigacion en Cancer de Mama
(GEICAM), que aceptd en junta directiva (mayo/2009) actuar como promotor del estudio
(Estudio CONVERTHER/GEICAM 2009-03). Los coordinadores del estudio fueron la
directora y el doctorando de la presente tesis doctoral.

El protocolo del estudio fue a su vez aprobado por la Comisién de Investigacién y el
Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) de referencia del Hospital Provincial de
Castelldn, segun los requisitos de la legislacién espafiola (anexo 2), y fue registrado en
clinicaltrials.gov con el identificador NCT01377363. En mayo/2011 se aprobd una
enmienda por la que se aprobaba aumentar el tamafo de la muestra, asi como realizar
determinaciones moleculares adicionales (en genes relacionados con el cdncer y con
resistencia a terapias anti-HER2) en el MD Anderson Cancer Center (Houston, Texas,
EE.UU.).

El estudio fue llevado a cabo en los servicios de Oncologia Médica de 31 hospitales
espafioles. El listado de los hospitales e investigadores participantes en el estudio se
incluye en el anexo 1.

Para minimizar la variabilidad intrinseca de las técnicas IHQy de ISH y reducir asi la
tasa de cambios en los receptores entre el tumor primario y sus metastasis atribuibles a
la reproducibilidad de la técnica, tanto las muestras del tumor primario como del tejido
metastdsico serian re-analizadas en un laboratorio centralizado. Como laboratorio
central se eligio el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de
Valencia, por tratarse de un laboratorio académico de alto volumen con gran
experiencia en estas técnicas y en particular en cancer de mama. En este laboratorio dos
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patdlogos experimentados (OBG y JFL) realizaron el andlisis centralizado, simultaneo y
ciego de los receptores RE, RPg y HER2 de las muestras pareadas tumor primario-
metdstasis para cada paciente.

Los procedimientos de estudio se llevaron a cabo de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki, revisada en 2008, y las directrices de Buena Practica Clinica. Se obtuvo el
consentimiento informado por escrito de todas los pacientes antes de su inclusion en el
estudio. En los anexos 3 y 4 se reproducen las copias de la hoja de informacion al
paciente y formulario de consentimiento informado.

5.2. Poblacion de estudio

La poblacion de pacientes incluida en nuestra base de datos la componen mujeres
diagnosticadas de un carcinoma primario de mama con sospecha clinica de presentar
lesiones localmente recidivantes o metastasicas entre dic/2009 y marzo/2011. El
tamafio muestral inicialmente previsto era de 175 pacientes, aunque posteriormente se
aprobo una enmienda por la que se ampliaba la inclusion a 232 pacientes. Las pacientes
debian ademads cumplir los criterios de seleccion descritos a continuacion.

5.2.1 Criterios de inclusion

e Pacientes que hayan otorgado su consentimiento informado por escrito para su
participacién en el estudio.

e Mujeres mayores de 18 anos.

e Paciente que haya sido diagnosticada de cancer de mama y ademads esté
diagnosticada o exista sospecha de recidiva loco-regional o enfermedad
metastasica.

e Disponibilidad de una muestra parafinada del tumor primario.

e Paciente que tenga prevista durante las seis préximas semanas la realizacidon de una
biopsia mediante PAAF (puncidn aspirativa con aguja fina), BAG (biopsia con aguja
gruesa) o biopsia quirdrgica de la lesion sospechosa de recidiva loco-regional o
metastasis, segun la practica clinica habitual del centro.

Estas lesiones podian incluir una recaida local en la pared tordcica, recaida
ganglionar, metastasis cutaneas o subcutaneas y otros tejidos blandos accesibles,
metdstasis dseas, metastasis viscerales (pulmonares, hepaticas, cerebrales, etc.) o
drenaje de liquido pleural, ascitico, pericardico o cefalorraquideo.
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5.2.2 Criterios de exclusion

e Recaidas locales en mama homolateral o a distancia en mama contralateral.

e Pacientes diagnosticadas de una segunda neoplasia, a excepcion del carcinoma de
cérvix in situ y carcinoma de piel no melanoma correctamente tratados.

e Pacientes con un deterioro cognitivo que pudiera impedir la comprension de lo
redactado en el consentimiento informado, segun el criterio del investigador.

5.3. Procedimientos del estudio

Para evitar los sesgos de seleccidén de los estudios que habian abordado hasta el
momento esta misma cuestion elegimos para nuestro estudio un disefio prospectivo.
Por ello el protocolo del estudio no permitia la inclusién de pacientes a los que ya se
hubiera realizado una biopsia con anterioridad.

Una vez se hubiera propuesto y planificado la biopsia de la lesidon supuestamente
metastasica o localmente recidivante segln la practica habitual de cada centro, la
paciente podia ser incluida en el estudio. La visita de registro se realizaba previamente
a la biopsia planificada de la lesién metastasica, y el plazo maximo permitido entre el
registro de la paciente y la realizacidn de la biopsia era de 6 semanas.

Para cada paciente se recogian la fecha de nacimiento, estado menopdusico, estadio
tumoral, grado histoldgico, estado de los receptores (RE, RPg y HER2) del tumor primario
segun el laboratorio local, tipo de cirugia realizada y tratamiento antitumoral recibido
hasta el momento, localizaciéon de la lesién metastasica y si se trataba de una primera
recaida o una progresion de la enfermedad metastdsica. En esta visita, el investigador
declaraba el plan de tratamiento previsto para la paciente.

Las biopsias de las lesiones con sospecha de ser localmente recidivantes o
metastdsicas se analizaban en el laboratorio local, y del material sobrante se remitia una
fraccion junto con una muestra disponible del tumor primario de la misma paciente al
laboratorio central (Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de
Valencia). En el laboratorio central dos patélogos experimentados (OBG y JFL) realizaron
el andlisis centralizado y ciego de los receptores RE, RPg y HER2 y del indice de
proliferacién nuclear Ki-67 de las muestras emparejadas tumor primario-metastasis
para cada paciente. Una vez disponibles los resultados de la biopsia a nivel local, el
oncélogo médico responsable evaluaba si existia o no discordancia en el estado de los
biomarcadores entre el tumor primario y el tejido metastasico y si el plan de tratamiento
debia ser modificado segln su criterio y prdctica asistencial. La decisién terapéutica
adoptada tras la realizacidn de la biopsia era de nuevo registrada en el cuaderno de
recogida de datos.
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En el caso de que existieran posteriores progresiones o recaidas locales y se
procediera a la realizacidn de una nueva biopsia de la lesidn a criterio del oncdlogo vy
segun su practica clinica habitual, era posible proceder del modo descrito anteriormente
en el analisis del estado de los receptores en la metastasis.

5.3.1 Visitas del estudio

Durante el estudio se han realizado una visita basal denominada visita de registro,
seguida de una primera visita de seguimiento 10 semanas después, posteriores visitas
de seguimiento cada 6 meses y una visita final un afio después de la inclusién de la ultima
paciente en el estudio. Las visitas del estudio coincidian con las visitas programadas de
la paciente segun la prdctica clinica habitual del centro. En dichas visitas se registraba la
informacidén disponible acerca de las variables descritas en el apartado 5.6. La recogida
de la informacién en cada visita se ha realizado como se describe a continuacién:

5.3.1.1 Visita de Registro

La visita de registro se llevaba a cabo tras haber propuesto a la paciente la
realizacion de una biopsia de la enfermedad metastasica o recidiva locorregional, pero
siempre antes de su realizacion. Se considerd que, tras la visita de registro, 6 semanas
era un plazo de tiempo suficiente para llevar a cabo la biopsia y que, en caso de no
realizarse en ese momento y plantearse una nueva biopsia en un momento posterior,
debia obtenerse un nuevo consentimiento informado y repetir la visita de registro.

En la visita de registro del estudio se obtenia el consentimiento informado por
escrito de la paciente y ademas se recogia la informacién disponible sobre datos
demograficos, datos relacionados con el tumor primario y datos relacionados con las
lesiones supuestamente metastdsicas o localmente recidivantes.

5.3.1.2 Visitas de seguimiento

La primera visita de seguimiento se realizaba varias semanas (mdximo 10) después
de la visita de registro, es decir, cuando ya se disponia de los resultados de la biopsia
analizada por el laboratorio local. Durante esta primera visita se recogieron los datos
relacionados con las lesiones recidivantes y metastasicas, fecha y localizacidn de la
biopsia, resultado anatomo-patoldgico de la biopsia de acuerdo a las determinaciones
del laboratorio local y decision terapéutica adoptada tras la realizacidn de la biopsia.

Del remanente de la muestra del tumor primario y de la lesién metastasica se
enviaba una fraccién al Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Clinico
Universitario de Valencia para la evaluacion del estado de los receptores hormonales
(RE y RPg) y HER2. Posteriormente, de las muestras sobrantes del andlisis centralizado
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se enviaron también al laboratorio del MD Anderson Cancer Center de Houston (Texas,
EE.UU.) para el estudio de alteraciones gendmicas mediante secuenciacion masiva de
202 genes relacionados con el cancer™’ y al laboratorio del Instituto de Oncologia del
Hospital Vall d'Hebron (Barcelona) para la determinacion del subtipo molecular
mediante la plataforma PAM50.*%

El resto de visitas de seguimiento se realizaban aproximadamente cada 6 meses y
hasta un afio después de la inclusidn de la dltima paciente en el estudio, coincidiendo
con las visitas realmente realizadas segun la practica clinica habitual del centro. Durante
estas visitas se registraba el tratamiento antitumoral recibido, valoracién de la
respuesta y evaluacion de la supervivencia. Si con posterioridad se hubiese realizado
una nueva biopsia, también se recogian las determinaciones resultantes de RE, RPg y
HER2.

5.4. Procesamiento de las muestras

5.4.1 Laboratorios locales

Se recuperaron de la historia clinica los informes anatomo-patolégicos del
diagndstico del tumor primario. Las biopsias de las metdstasis se analizaron en el
laboratorio local en el momento de la recaida o tras sucesivas progresiones de
enfermedad. La metodologia utilizada para el andlisis de estas muestras por IHQ e ISH a
nivel local no estaba estandarizada y cada centro utilizé los instrumentos y anticuerpos
comerciales de acuerdo a sus propios criterios y procedimientos de trabajo.

El protocolo del estudio no contemplaba que los laboratorios locales re-analizaran
las muestras correspondientes al tumor primario. El tiempo transcurrido entre el
diagnodstico del tumor primario y la aparicion de las metdstasis podia ser desde unos
pocos meses a muchos afios, y los procedimientos de andlisis de ambas muestras, aun
perteneciendo al mismo laboratorio, podian ser muy diferentes respecto a la forma de
manipular las muestras, distintos anticuerpos monoclonales, distintos patélogos,
controles de calidad, modificacion de los puntos de corte para la interpretacion de
resultados, etc. Por ello era esperable que los resultados proporcionados por los
laboratorios locales ofrecieran una mayor variabilidad.

5.4.2 Laboratorio central
El envio de las muestras pareadas (tumor primario y metastasis) al laboratorio

central se realizd una vez completado el diagndstico histopatoldgico definitivo de la
lesidn metastdsica en el laboratorio local. La determinacién del estado de los receptores
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hormonales (RE y RPg), de HER2 y de Ki-67 se realiz6 de forma centralizada a partir de
una fraccion del remanente de las muestras del tumor primario y de las metastasis
obtenidas por la practica clinica habitual del centro.Todas las muestras estaban
anonimizadas y se identificaron con el cédigo del estudio, el nimero de la paciente,
numero del centro, la fecha de obtencidn y la indicacidon de si procedia del tumor
primario o de la lesion localmente recidivante o metastasica.

En el caso de que las pacientes hubieran recibido quimioterapia neoadyuvante, se
envio la muestra del tumor primario correspondiente a la biopsia diagndstica, previa al
inicio del tratamiento. Se solicitdé ademads incluir representacion del parénquima
mamario yuxtatumoral, que sirviera de control interno para las determinaciones IHQ de
los receptores hormonales (independientemente de la inclusidon de controles positivos
y negativos en cada ensayo).

Todas las muestras emparejadas correspondientes al tumor primario y a la lesién
metastdsica se analizaron al mismo tiempo y utilizando la misma metodologia. La
expresion del RE y el RPg se analizé en un equipo automatizado BenchMark XT
(Ventana®) utilizando los correspondientes anticuerpos CONFIRM® (Ventana Medical
Systems, Inc.). Para su cuantificacion se utilizo el sistema de Allred, que valora tanto el
porcentaje de células tumorales tefiidas como la intensidad de la tincidén. Los tumores
con tincidn nuclear en 21% de las células tumorales o un Allred score >3 se consideraron
RE-positivo o RPg—positivo.‘m'199 El andlisis IHQ para la expresion de HER2 se llevd a cabo
usando el anticuerpo monoclonal PATHWAY® anti-HER2 (clon 4B5) (Ventana Medical
Systemes, Inc.), considerando la expresion negativa (0, 1+), no concluyente (2+) o positiva

200 En |os casos de resultado

(3+) en funcion de la intensidad y extension de la tincion.
no concluyente o equivoco para HER2 (2+)*® o cuando se observé un resultado
discordante entre tumor primario y metastasis, se llevé a cabo hibridacién in situ
fluorescente (FISH) utilizando el Kit HER2 FISH PharmDx® (Dako Denmark A/S) y los
resultados se interpretaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Asimismo, se
estudiaron directamente mediante FISH los casos que presentaron artefactos leves de

fijacidn y las muestras citoldgicas.

El resultado de todas estas determinaciones fue analizado por dos patdlogos con
amplia experiencia en cancer de mama de forma ciega e independiente (OBG y JFL). El
andlisis centralizado de las muestras procedentes del H. Clinico de Valencia (donde se
ubicaba el laboratorio de referencia) fue realizado por JFL, que habia participado en una
fraccion minoritaria de la evaluacion local de dichos casos. Estos dos patélogos se
encargaron también de introducir los datos en el eCRD, sin tener acceso al resto de datos
clinicos de las pacientes.
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5.5. Fuente y tratamiento de la informacion

La informacidon se ha obtenido, en todos los casos, de la historia clinica de las
pacientes que otorgaron su consentimiento por escrito para la utilizacién de sus datos,
recogiéndose las condiciones de actuacién médica segun la practica clinica habitual.

Del remanente de la muestra del tumor primario y de la biopsia de la recaida o
metastasis se envidé una fraccién al laboratorio central para el analisis centralizado de
los receptores RE, RPg y HER2. Ademas, se han analizado las alteraciones gendmicas de
202 genes relacionados con el cancer mediante secuenciacion masiva™’ y el subtipo
intrinseco molecular mediante la plataforma PAMS50, tanto en el tumor primario como

en las metéstasis.!*®

Estos andlisis moleculares se han realizado como parte de un
subestudio en el centro MD Anderson Cancer Center de Houston (Texas, USA) y en el
Instituto de Oncologia Vall d’"Hebron). Las pacientes debian expresar voluntariamente
su consentimiento para la participacion en el estudio y para el andlisis de las muestras

extraidas dentro de la practica clinica habitual.

Toda lainformacion clinica y el resultado de los analisis de laboratorio se introducian
de forma anonimizada en un cuaderno de recogida de datos electrénico (eCRD) que se
cumplimentaba a través de una pagina web mediante la metodologia e-Clinical,
asignandose de forma automadtica un cdodigo a cada paciente. Para ello a cada
investigador se le entregd un cddigo de usuario y una contrasefia confidenciales e
intransferibles. Los datos quedaban almacenados en una base de datos en los servidores
centrales de Dynamic Solutions S.L., compania responsable de la gestién de datos del
estudio, y se registré ante la Agencia de Proteccién de Datos. Un afio después de la
inclusion de la ultima paciente en el estudio, después del registro de todos los datos de
las visitas finales, se cerrd la base de datos y fue transferida a la unidad de biometria y
estadistica de Dynamic Solutions S.L, que realizd el andlisis de los datos. Tras
completarse el andlisis estadistico, la base de datos central fue transferida al promotor
del estudio (GEICAM).

5.6. Variables del estudio

Las variables detalladas a continuacion se han obtenido en las visitas del estudio,
en la mayoria de los casos estaban disponibles en la historia clinica de la paciente.

5.6.1 Variable principal

La variable principal del estudio era la tasa de conversion del estado de HER2 entre
el cancer de mama primario y sus respectivas metdstasis en cada subtipo de tumor
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primario (RH-positivo/HER2-negativo, HER2-positivo y triple negativo) definido por
técnicas IHQ e ISH, segun la evaluacién del laboratorio central.

La conversion de HER2 se define como la variacion del estado de HER2 entre el
tumor primario y las metastasis, tanto de un estado inicialmente negativo a positivo
como de un estado inicialmente positivo a negativo.

La definicién de los diferentes subtipos de cancer de mama primario por métodos
inmunohistoquimicos e ISH es la siguiente:

1. Subtipo RH-positivo: RE-positivo y/o RPg-positivo y HER2-negativo
2. Subtipo HER2-positivo: HER2-positivo, independientemente del estado de los RH
3. Subtipo Triple negativo: RE-negativo, RPg-negativo y HER2-negativo.

5.6.2 Variables secundarias

Las variables secundarias del estudio consisten en:

e Tasade conversion del estado de HER2 en cada subtipo del tumor primario segln
la evaluacion de los laboratorios locales.

e Tasa de conversion del estado del RE y RPg en cada subtipo del tumor primario
segln las determinaciones del laboratorio central y segin las determinaciones
de los laboratorios locales.

e Tasa de cambio del subtipo clinico (IHQ/ISH) entre el tumor primario y sus
respectivas metdstasis segun las determinaciones del laboratorio central y segun
las determinaciones de los laboratorios locales.

e Viabilidad de la biopsia: Realizada o no realizada. Si se realiz6 finalmente la
biopsia: Analizable o no analizable (material insuficiente para diagndstico o
resultado no concluyente).

e Grado de concordancia entre las determinaciones del estado de los receptores
obtenidos por los laboratorios locales y por el laboratorio central.

5.7. Analisis estadistico

El 30 de julio de 2012, un afio después de la inclusién de la dltima paciente en el
estudio y después del registro de los datos de las visitas finales, se cerré la base de datos
y fue transferida al departamento de biometria de Dynamic Solutions S.L. (Madrid),
responsable del andlisis estadistico.

El objetivo principal de esta tesis es determinar la tasa de conversion del estado de
HER2 entre el cancer de mama primario y sus respectivas metastasis en la poblacién
evaluable y en cada subtipo de tumor primario (RH-positivo, triple negativo y HER2)
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definido por técnicas IHQ/ISH, segun las evaluaciones del laboratorio central. Para este
objetivo hemos presentado la estadistica descriptiva de la estimacién puntual (con los
intervalos de confianza al 95%) de las proporciones de las pacientes que tras la recidiva
loco-regional o metastasica han presentado conversion del estado HER2 segun los
diferentes subtipos de cancer de mama primario (RH-positivo/HER2-negativo, HER2-
positivo y triple negativo).

Para el resto de los objetivos, las variables cuantitativas se han descrito con medidas
de centralizacion y de dispersién (media, mediana, desviacidn tipica, cuartiles, minimo
y maximo). Las variables cualitativas se han descrito mediante las frecuencias absolutas
y relativas. Se han calculado los intervalos de confianza al 95%, cuando ha sido preciso.
No se han hecho imputaciones sobre los datos en ausencia, dejandose como valores
perdidos.

En el andlisis inferencial se han utilizado test paramétricos para aquellas variables
continuas que cumplian las condiciones de aplicacidon (por ejemplo, t-test) y los no
paramétricos (por ejemplo, Chi-cuadrado, U de Mann-Whitney, Wilcoxon, etc.) para las
variables ordinales, categodricas o que no cumplieran criterios paramétricos. Los test de
hipdtesis realizados han sido en todos los casos bilaterales y con un nivel de significacién
de 0,05.

Para evaluar la concordancia entre los resultados de la expresion de los receptores
entre los laboratorios locales y el laboratorio central se ha utilizado el indice kappa de

h.2°! Todos estos analisis se han

Coheny se ha interpretado de acuerdo con Landis y Koc
realizado utilizando el paquete estadistico SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, EE.UU.).

Las curvas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia post-recaida entre
las pacientes con y sin conversion de HER2 se han comparado mediante el test log-rank.

5.7.1 Anadlisis planificados intermedio y final

El protocolo del estudio contemplaba la realizacion de un analisis estadistico
intermedio una vez que se hubieran recogido todos los datos de la primera visita de
seguimiento de la mitad de pacientes incluidas en el estudio. Tras este analisis
preliminar se decidid presentar una enmienda relevante para ampliar el tamafo de la
muestra y para realizar un analisis detallado de las mutaciones somaticas en 202 genes
relacionados con cancer y resistencia a terapias anti-HER2 mediante Next Generation
Sequencing (NGS) en el centro MD Anderson de Houston (Texas, USA) y la determinacién
del subtipo molecular mediante la plataforma PAMS50 en el Instituto de Oncologia del
Hospital Vall d’'Hebron (Barcelona). Estas modificaciones fueron recogidas en la
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enmienda n2 1 (versidon 1.0 de 30 de marzo de 2011) y aprobadas por el CEIC de
referencia (anexo 1).

Ademas, tras el cierre del estudio estaba previsto realizar otro andlisis estadistico
para generar el informe final. El informe final del estudio fue remitido al promotor y al
CEIC de referencia.

5.7.2 Determinacion del tamano de la muestra

El objetivo principal de esta tesis consistia en estimar la tasa de conversién del
estado de HER2 entre los tumores primarios y sus respectivas metastasis en pacientes
con cancer de mama avanzado, en la poblacién global evaluable y en cada subtipo de
tumor primario.

Segun los estudios retrospectivos previos, la tasa de conversién estimada de HER2
determinada por IHQ o FISH era de alrededor del 10% (rango 4-20%). Suponiendo que
esta tasa de conversion era similar en cada subtipo molecular, con un error alfa de 0,05
para un contraste bilateral y una precisién de £0,09%, se necesitarian 43 pacientes para
cada subtipo molecular, requiriendo la inclusion de 129 pacientes (43 x 3 subtipos
moleculares).?%?

_Zz*p*q_1,962*0’10*0,90_427
T T 0,092 = %4

donde:

e 7°=1,96 (ya que el nivel de confianza es del 95%)

e p =proporcion esperada (tasa de conversion estimada de 10% = 0,10)

e (= probabilidad de fracaso, 1 — p (en este caso 1 —0,10 = 0,90)

e d = precision o error maximo admisible (en nuestro caso deseamos un 9%)

Estimamos que el 25% de las pacientes se perderian para el andlisis debido a
biopsias no viables o resultados no concluyentes (muestra insuficiente, tumor benigno,
segundas neoplasias malignas, tumor primario archivado no vdlido, etc.), por lo que se
requeria un total de 172 pacientes para alcanzar el objetivo principal del estudio.

Sin embargo, tras realizar el andlisis intermedio planificado (resefiado en la secciéon
anterior) después de incluir las primeras 84 pacientes, la tasa de conversién de HER2
observada fue 3,57% (bastante mds baja del 10% estimado inicialmente). Por este
motivo se calculd de nuevo el tamafo de la muestra estimando en esta ocasion una tasa
de conversidon de HER2 del 4% (aproximacion del 3,57% observado), un intervalo de
confianza al 95% para un contraste bilateral y una precisién de +0,05% (mas ajustada a
la nueva proporciéon esperada). Con estas premisas resultaba necesario incluir 59
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pacientes validas para cada subtipo molecular, requiriendo la inclusién de 177 pacientes
en total. Afladiendo un 25% de pérdidas el tamafio muestral necesario para alcanzar los
objetivos del estudio era de 222 pacientes.?? Con estos célculos estaba previsto alcanzar
un minimo de 7 casos de conversién en el estado de HER2 (177*4%= 7,1).

5.8. Aspectos éticos y legales

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica
del Hospital Provincial de Castelldn (CEIC de referencia), asi como la enmienda n? 1
(version 1.0 de 30 de marzo de 2011).

Puesto que se trataba de un estudio observacional, no se ha generado ningun riesgo
adicional sobre las pacientes incluidas al no contemplarse ninglin cambio en los
procedimientos diagndsticos ni terapéuticos respecto a los que se someteria la paciente
en condiciones de practica clinica habitual.

Se ha obtenido el consentimiento informado por escrito de todas las pacientes
incluidas en el estudio y para realizar los subanalisis moleculares. El estudio se ha llevado
a cabo segun los requerimientos de las normas internacionales relativas a la realizacién
de estudios epidemiolégicos, recogidas en las International Guidelines for Ethical Review
of Epidemiological Studies (Council for the International Organizations of Medical
Sciences — CIOMS-, Ginebra, 1991), asi como en la Declaracién de Helsinki (revision de
Seul, octubre de 2008) que define los principios que deben ser escrupulosamente
respetados por todas las personas implicadas en la investigacion.

Asimismo, se ha respetado la ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica
respecto a la utilizacion de las muestras bioldgicas con fines de investigacién. El
tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de caracter personal de todas las
participantes se ha ajustado a lo dispuesto en la Ley Orgdnica 15/1999, de 13 de
diciembre, de proteccién de datos de cardcter personal.

5.9. Financiacion del estudio

Este estudio ha recibido una subvencidn sin condiciones de Roche. Esta financiaciéon
ha incluido el coste de los procesos de presentacion y registro ante el CEIC y autoridades
sanitarias, el disefio, mantenimiento y gestion de la base de datos, los honorarios de los
profesionales involucrados en la recogida de datos, el coste derivado del analisis
centralizado de las muestras, el andlisis estadistico y las comunicaciones y publicaciones
gue se han generado. La financiacién ha sido en todo caso independiente de los
resultados del estudio.
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion general de la poblacion del

estudio

Durante 16 meses, desde el 11/diciembre/2009 hasta el 22/marzo/2011, se
preseleccionaron 236 pacientes procedentes de 31 hospitales, de las cuales solo 196
cumplieron los criterios de seleccion y fueron incluidas en el estudio. Los motivos de

exclusién de las 40 pacientes preseleccionadas y no incluidas se detallan a continuacién:

Motivos de
exclusion

N %
Pacientes sin muestra parafinada del tumor )8 70
primario (criterio de inclusion n2 4)
Recaida local en mama homolateral o a
distancia en mama contralateral (criterio de 7 17,5
exclusién n? 1)
Pacientes sin consentimiento informado por 3 75
escrito (criterio de inclusidon n2 1) ’
Paciente vardn (criterio de inclusidn ne 2) 1 2,5
Paciente sin datos (criterio de inclusion n2 3) 1 2,5

De las 196 pacientes incluidas, en 4 pacientes no llegd a realizarse la biopsia

programaday 8 pacientes (4,1%) no tenian una recaida de cancer de mama en la biopsia,

a pesar de la sospecha clinica o diagndstico inicial de recaida. A continuacién se detallan

los motivos para descartar a estas 12 pacientes incluidas de la poblacién evaluable:

Pacientes no
evaluables

N %
Biopsia no realizada o fallida 4 33,3
Biopsia mostraba tejido normal 3 25
Biopsia mostraba enfermedad benigna 3 25
Biopsia mostraba un 22 tumor maligno 2 16,7
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Tras descartar a las 40 pacientes que no cumplian los criterios de seleccion y a las

12 pacientes no evaluables, la poblacién evaluable estaba finalmente constituida por

184 pacientes. En la figura 9 se presenta el diagrama de flujo con las distintas

poblaciones de pacientes en cada fase del estudio.

Figura 9. Diagrama de flujo del estudio CONVERTHER.

Pacientes seleccionadas

40 pacientes excluidas

Pacientes incluidas

12 pacientes no evaluables

Pacientes evaluables

Laboratorio Local

Tumor Primario

n=178 n=184

Resultados Resultados
disponibles disponibles
n=178 n=180
Muestras pareadas
HER2, n=143

RE, n=162
RPg, n=158

Lesion Metastasica

Laboratorio Central

Lesion Metastasica
n=177

Tumor Primario
n=184

Resultados
disponibles
n=169

Resultados
disponibles
n=183

Muestras pareadas
HER2, n=166
RE, n=168
RPg, n=169
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6.2. Caracteristicas de las pacientes a la entrada
en el estudio

El andlisis descriptivo se ha realizado con las 196 pacientes incluidas en el estudio.
La mediana de edad de la poblacién seleccionada era de 57 afos (rango 29-92) y un 69%
de ellas eran postmenopdusicas. Aunque la mayoria de las pacientes (66%) fueron
inicialmente diagnosticadas de la enfermedad en un estadio temprano (I-ll), 36
pacientes (22%) tenian un estadio localmente avanzado (estadio lll) y 21 pacientes (12%)
fueron diagnosticadas como estadio IV de inicio (CMM de novo). Mas de la mitad (58%)
de las pacientes fueron incluidas en el estudio en su primera recaida (incluyendo 5
pacientes con estadio IV al diagndstico inicial); el resto (42%) fueron incluidas tras una
segunda o posteriores progresiones de la enfermedad (independientemente de su
estadio inicial). La mediana de tiempo desde el diagndstico inicial hasta la primera
recaida fue de 3,7 afios (rango 0,0-19,3) y hasta la inclusién del estudio de 4,8 afos
(rango 0,0-19,3).

En la Tabla 3 se muestra un resumen de las principales caracteristicas de las
pacientes.
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Tabla 3. Caracteristicas de las pacientes a su entrada en el estudio.

Caracteristicas n %
Edad (afios), n=196
Mediana (rango) 57 (30-92)
Estado menopdusico, n=196
Pre-/Perimenopausica 60 31
Postmenopausica 136 69
Estadio tumoral al diagnéstico inicial, n=165
| 26 16
1] 82 50
1] 36 22
v 21 12
Tipo histolégico, n=196
Carcinoma ductal 165 84
Carcinoma lobulillar 21 11
Otros 10 5
Grado histoldégico al diagndstico, n=163
Grado 1 25 15
Grado 2 65 40
Grado 3 73 45
Tiempo desde el diagndstico hasta la primera recaida, n=194
Mediana (rango), afios 3.7 (0.0-19.3)
Tiempo desde el diagndstico hasta la inclusion en el estudio, n=195
Mediana (rango), afios 4.8 (0.0-19.3)
Estado de la paciente en la inclusion en el estudio, n=196
Primera recaida 114 58
Segunda o subsiguientes progresiones 82 42
Localizacion de la recaida, n=191
Recaida Loco-regional 36 19
Pared toracica 14 7
Ganglios linfaticos 22 12
Metastasis a distancia 155 81
Metdstasis viscerales 69 36
Hueso 35 18
Cutdneas o subcutaneas 32 17
Partes blandas 10 5
Otras 9 4,7
Tratamiento recibido, n=196
Cirugia del tumor primario, n=186
Mastectomia 106 54
Conservadora 80 41
Tratamiento neoadyuvante y/o adyuvante, n=178
Quimioterapia 158 81
Hormonoterapia 120 61
Radioterapia 112 57
Terapia dirigida 15 8
Tratamiento para la enfermedad avanzada, n=137
Quimioterapia 93 47
Hormonoterapia 81 41
Terapia dirigida 59 30
Radioterapia 50 26
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6.2.1 Distribucion por subtipos del tumor primario

A continuacion se presenta la distribucion de los tumores primarios de acuerdo a la
clasificacién por subtipos clinicos (IHQ e ISH) segin fue determinada inicialmente por
los laboratorios locales y posteriormente por el laboratorio central.

6.2.1.1 Laboratorios Central

Como era esperable la mayoria de los tumores correspondian a un subtipo RH-
positivo/HER2-negativo (71,3%), mientras que los subtipos HER2-positivo (17,7%) y
triple negativo (11%) eran menos frecuentes (Figura 10).

4 RH+/HER2-
“ RH+/HER2+
®RH-/HER2+
5 Triple Negativo

6.2.1.2 Laboratorio Locales

Aunque la mayoria de los tumores correspondian a un subtipo RH-positivo/HER2-
negativo (53,4%), el subtipo RH-positivo/HER2-negativo estaba menos representado
que en analisis centralizado. Le seguia en frecuencia el subtipo HER2-positivo (26,7%) y
el subtipo triple negativo (19,9%) (Figura 11).

“ RH+/HER2-
“ RH+/HER2+
® RH-/HER2+

H#Triple Negativo
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6.2.2 Estado de los receptores en el tumor primario

El analisis de los receptores HER2, RE y RPg se ha realizado en las 184 pacientes
evaluables.

6.2.2.1 Laboratorio Central

Se envié muestra del tumor primario de 184 pacientes al laboratorio de referencia,
aunque no se disponia de los datos de 1 paciente. Segun la determinacidn realizada por
el laboratorio central, en el 18% de las pacientes el tumor primario era HER2-positivo,
el 81% expresaban RE-positivos y el 67% RPg-positivos (Tabla 4). Globalmente, un 85%
de las pacientes tenian tumores con RH-positivos (RE-positivo y/o RPg-positivo). Un 66%
de las pacientes tenian un indice de proliferacién nuclear elevado (>13%), con una
mediana de 20% (Q1 10,0%; Q3 31,8%).

Tabla 4. Estado de los receptores HER2, RE y RPg determinados en el laboratorio central.

N %
Positivo 33 18,0
HER2 Negativo 149 81,4
(n=183)
No concluyente 1 0,5
Positivo 149 81,4
RE .
(n=183) Negativo 33 18,0
No disponible 1 0,5
Positivo 123 67,2
RPg
(n=183) Negativo 60 32,8
No disponible - -
. Bajo (<13%) 58 31,7
Ki-67
(n=183) Alto (>13%) 120 65,6
No disponible 5 2,7
6.2.2.2 Laboratorios Locales

Segun la determinacion realizada por los laboratorios locales, en el 24% de las
pacientes el tumor primario era HER2-positivo, el 69% expresaban RE-positivos y el 54%
RPg-positivos (Tabla 5). Globalmente, un 73% de las pacientes tenian tumores con RH-
positivos (RE-positivo y/o RPg-positivo).
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Tabla 5. Estado de los receptores HER2, RE y RPg determinados en las instituciones locales.

N %
Positivo 43 24,2
HER2 Negativo 118 66,3
(n=184)
No disponible 17 9,6
Positivo 123 69,1
RE .
(n=184) Negativo 55 30,9
No disponible 6 3,3
Positivo 96 53,9
RPg
(n=184) Negativo 81 45,5
No disponible 7 3,8

6.2.3 Localizacion de la biopsia

De las 196 pacientes incluidas en el estudio, en 36 pacientes (19%) se sospechaba
una recaida loco-regional y en 155 pacientes (81%) una metastasis a distancia. No se
dispone de los datos de las 4 pacientes a las que no se llegd a realizar la biopsia y de una
de las pacientes que tras la biopsia se demostrd un segundo tumor. Las muestras de las
recaidas loco-regionales originaron generalmente multiples y grandes cilindros de tejido
y permitieron una evaluacién mas correcta y fiable del estado de los receptores que las
localizaciones metastasicas a distancia, que a menudo originaban cilindros pequefios o
se muestrearon mediante citologia por puncidn-aspiracién con aguja fina.

La localizacién de la lesidn localmente recidivante o metastasica sobre la que se
realizé la biopsia se muestra en la Tabla 6:
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Tabla 6. Localizacion de la lesién biopsiada.

N %
Locorregional 36 18,8
Recaida local en pared toracica 14 7,3
Recaida en ganglios regionales 22 11,5
Metastasis a distancia 155 81,2
Metastasis visceral 69 36,1
Hepatica 44 23,0
:.;;:T;zla)cién Pleuro-pulmonar 19 10,0
Cerebral 3 1,6

Otras 3 1,6
Osea 35 18,3
Metastasis cutanea o subcutanea (a distancia) 32 16,8
Recaida ganglionar / Partes blandas (a distancia) 10 5,2
Ovario 6 3,1
Peritoneo 3 1,6

De las 192 pacientes a las que se realizé la biopsia, en 184 casos (95,8%) se demostré
una infiltracion por carcinoma de mama, 3 casos (1,6%) correspondian a una lesién
benigna, 2 casos (1%) a una segunda neoplasia malignay 3 casos (1,6%) a tejido normal.

6.2.4 Tratamiento recibido antes de la inclusion en el
estudio

6.24.1 Tratamiento del tumor primario

De las 196 pacientes incluidas, la gran mayoria de las pacientes (n=186; 95%) fueron
intervenidas del tumor primario: 106 pacientes mediante mastectomia (57%) y 80
pacientes mediante cirugia conservadora (43%). Ademas, un elevado porcentaje de
pacientes (91%) habia recibido tratamiento antitumoral en el entorno neoadyuvante
(n=58, 30%) y/o adyuvante (n=165; 84%), principalmente quimioterapia (81%). Los
distintos tipos de tratamiento neo/adyuvante recibidos se muestran en la Tabla 3.
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6.2.4.2 Tratamiento de la recaida

De las 196 pacientes incluidas, 137 pacientes (70%) habian recibido tratamiento
anti-neopldsico para la enfermedad avanzada. Antes de la inclusién en el estudio, 82
pacientes (42%) ya habian iniciado o recibido una primera linea de tratamiento,
incluyendo a 55 pacientes que se encontraban en su primera recaida o habian sido
diagnosticadas de carcinoma metastdsico de novo. Ademas, 34 pacientes (17%) habian
recibido o iniciado 2 lineas de tratamiento, 6 pacientes (3%) 3 lineas, 7 pacientes (3,6%)
4 lineas y 8 pacientes (4%) 5 o mas lineas de tratamiento. Los distintos tipos de
tratamiento anti-neoplasico recibidos se muestran en la Tabla 3.

6.2.5 Estado al cierre de la base de datos

En el momento del cierre de la base de datos (30 de julio de 2012) habian fallecido
46 de las 195 pacientes incluidas, es decir, un 23,5% de la poblacion del estudio. La
mediana de seguimiento era de 16,3 meses (rango 0-27,8) y la supervivencia global (SG)
a dos afios era de 64,5% (1C95% 52,7-76,3), no habiéndose alcanzado la mediana de SG.

6.3. Tasa de conversion del estado de los
receptores entre el tumor primario y sus
metastasis

El objetivo principal de la tesis era determinar de forma prospectiva y centralizada
la tasa de conversion del estado de HER2 entre el cancer de mama primario y sus
respectivas metdstasis en la poblacién global y en cada uno de los subtipos clinicos del
tumor primario. Se ha definido la conversion de los receptores como la variacion de su
estado entre el tumor primario y las metdstasis, tanto de un estado inicialmente
negativo a positivo como de un estado inicialmente positivo a negativo.

A continuacion se presentan los resultados de la tasa de conversién de los
receptores segun las determinaciones de los respectivos laboratorios locales y segln el
analisis del laboratorio central.
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6.3.1 Tasa de conversion segun el laboratorio central

La determinacidn de los receptores HER2, RE y RPg se realizd de forma simultaneay
con la misma metodologia en el tumor primario y en las metastasis para reducir al
maximo las variaciones debidas a condicionantes técnicos.

De las 184 pacientes evaluables no se recibié muestra en el laboratorio central de la
biopsia de la lesidn metastdsica en 7 casos; no se pudo evaluar el estado de los
receptores en la muestra enviada del tejido metastdsico en 8 pacientes, y la muestra
procedente del tumor primario tampoco fue evaluable en 1 paciente.

En la figura 12 (al final de esta seccidn) se resumen los cambios en el estado de los
receptores HER2, RE y RPg segun las determinaciones del laboratorio central reflejando
la direccién de los cambios (de estado positivo a negativo y viceversa).

6.3.1.1 Conversion de HER2

De las 166 pacientes con muestras pareadas para el estado de HER2 del tumor
primario y su respectiva metastasis, el estado de HER2 se mostré muy estable con una
tasa de conversion de 3% (IC 95%: 1,1 - 7,2).

Tabla 7. Tasa de conversion de HER2 de acuerdo a las determinaciones de laboratorio central.

\ % Total % Valido 1IC 95%
No conversion 161 87,5 97,0 92,8 - 98,9
- Conversion 5 12,5 3,0 1,1-7,2
(CL:?.I?::)t:aI;I)ERZ Cambio de +a - 0 0,0 0,0 -
Cambiode-a + 5 2,7 3,0 1,1-7,2
Total 166 90,2 100,0 -
Sin dato 18 9,8
Total 184 100,0

Las 5 pacientes que segun los valores del laboratorio central cambiaron el estado de
HER2 fueron de un estado negativo a un estado positivo. La mayoria de las conversiones
(4 pacientes) se observaron en el subtipo RH-positivo (tasa de conversion 3%), con una
sola conversién en el subtipo triple negativo (tasa de conversiéon 6%) y ninguna en el
subtipo HER2-positivo. No se observaron diferencias en la tasa de conversion del estado
de HER2 entre los diferentes subtipos (test exacto de Fisher, p=0,443).
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Tabla 8. Tasa de conversidon de HER2 segtin el estado del receptor en el tumor primario.

. . . Cambio en la .,
(Laboratorio Central) Primario ) . Tasa de Conversion
Metastasis

HER + 32 0 De +a- 0%
HER2 - 134 5 De-a+ 3,7%
Total 166 5 3%

6.3.1.2 Conversion del RE

Para las 168 pacientes de las que se disponia de datos emparejados del estado del
RE, la tasa de conversion del RE fue del 13% (IC del 95%: 8,6-19,4): se identificd un
cambio de RE-positivo a RE-negativo en 17 pacientes y de RE-negativo a RE-positivo en
5 pacientes.

Tabla 9. Tasa de conversion de RE de acuerdo a las determinaciones del laboratorio central.

N % Total % Valido IC 95%
No conversion 146 79,3 86,9 80,6-91,4
ConversionRE  |cambio de +a - 17 9,2 10,1 6,2-15,9
(laboratorio -
central) cambiode-a+ 5 2,7 3,0 1,1-7,2
Total 168 91,3 100,0 -
Sin dato 16 8,7
Total 184 100,0

De todas las pacientes cuyo tumor primario era RE-positivo la tasa de conversién del
RE fue del 12%, mientras que de las pacientes con tumores originalmente RE-negativos
la tasa de conversidn fue del 16%, resultando una tasa de conversién global del RE del
13%. De los 21 cambios en el RE, 10 se produjeron en el subtipo RH-positivo (tasa de
conversion 8%), 9 en el subtipo HER2-positivo (tasa de conversidon 29%) y 2 en el subtipo
triple negativo (tasa de conversion 11%). Las diferencias en la tasa de conversién del RE
entre los tres subtipos eran estadisticamente significativas (test exacto de Fisher,
p<0,05).

Tabla 10. Tasa de conversion del RE segun el estado del receptor en el tumor primario.

Cambio en la

(Laboratorio Central) Primario Metsstasis Tasa de Conversion
RE + 135 16 De +a- 11,9%
RE - 32 5 De-a+ 15,6%
Total 167 21 12,6%
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6.3.1.3 Conversion del RPg

Para las 169 pacientes de las que se disponia de datos emparejados del estado del
RE, la tasa de conversion del RPg fue del 28% (IC del 95%: 21,9-35,9): se identificé un
cambio de RPg-positivo a RPg-negativo en 35 pacientes y de RPg-negativo a RPg-positivo
en 13 pacientes.

Tabla 11. Tasa de conversion de RPg de acuerdo a las determinaciones del laboratorio central.

N % Total % Valido IC 95%
No conversion 121 65,8 71,6 64,1-78,1
Conversién RPg Conversion de + a - 35 19,0 20,7 15,0- 27,8
(Lab. Central) Conversién de - a + 13 7,1 7,7 4,3-13,1
Total 169 91,8 100,0 -
Sin dato 15 8,2
Total 184 100,0

De todas las pacientes cuyo tumor primario era RPg-positivo la tasa de conversién
del RPg fue del 30%, mientras que de las pacientes con tumores originalmente RPg-
negativos la tasa de conversion fue del 24%, resultando en conjunto una tasa de
conversion global del RPg del 28%. La tasa de conversion del RPg era del 27% en el
subtipo RH-positivo, 42% en el subtipo HER2-positivo y del 11% en el subtipo triple
negativo (test exacto de Fisher, p=0,042).

Tabla 12. Tasa de conversion del RPg segtin el estado del receptor en el tumor primario.

Cambio en la

(Laboratorio Central) Primario Metsstasis Tasa de Conversion
RPg + 115 34 De +a- 29,6%
RPg - 54 13 De-a+ 24,1%
Total 169 47 27,8%

6.3.1.4 Conversion de los RH

Considerando conjuntamente los receptores hormonales RE y RPg, 20 pacientes
cambiaron el estado de sus RH del tumor primario a la metastasis, con una tasa de
conversion de los RH del 12% (IC del 95%: 7,6—18,0). De esas 20 pacientes, 14 cambiaron
de RH-positivos a RH-negativos mientras que 6 pacientes cambiaron de RH-negativos a
RH-positivos. La tasa de conversidn cuando los RH eran inicialmente positivos fue del
10% mientras que cuando los RH eran positivos fue del 24%, como se muestra en la
siguiente tabla:
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Tabla 13. Tasa de conversion de los receptores hormonales (RH) segun el estado de los RH en
el tumor primario y de acuerdo a las determinaciones del laboratorio central.

Cambio en la .,
(Laboratorio Central) Primario : . Tasa de Conversién
Metastasis

RH+ (RE + y/o RPg +) 143 14 De +a- 9,8%
RH - (RE-y RPg-) 25 6 De-a+ 24%
Total 168 24 11,9%

En la figura 12 se resumen graficamente los resultados de las tasas de conversidn de los
tres biomarcadores y el sentido de los cambios, determinados en el laboratorio central.

Figura 12. Porcentaje de pacientes con cambios en el estado de los receptores HER2, RE y RPg
entre el tumor primario y sus metastasis segtin las evaluaciones del laboratorio central.
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6.3.1.5 Tasa de conversion de HER2, RE y RPg en los
diferentes subtipos definidos por el laboratorio central
Ademas de analizar la tasa de conversion de HER2 en la poblacion global, el objetivo
principal del estudio consistia en determinar la tasa de conversion de HER2 en los

diferentes subtipos clinicos de tumor primario (RH-positivo/HER2-negativo, HER2-
positivo y triple negativo) definidos por el laboratorio central. En la Tabla 14 se observa
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gue el receptor HER2 permanece muy estable en todos los subtipos con una tasa de
conversiéon muy baja (0% en el subtipo HER2-positivo, 3% en el subtipo RH-positivo y 6%
en el subtipo triple negativo) y sin diferencias significativas entre los diferentes subtipos.
En cambio, la tasa de conversién de los receptores hormonales es en general mas
elevada, siendo mayor en los subtipos RH-positivo y HER2-positivo comparada con el
subtipo triple negativo (test exacto de Fisher, p<0,05).

Tabla 14. Tasas de conversion del estado de HER2, RE y RPg en los diferentes subtipos de tumor
primario definidos por el laboratorio central.

RH-positivo HER2-positivo | Triple negativo

Lab. Central % n n %

HER2 (n=165)
Sin conversion 160 97 113 97 31 100 16 94
Conversion 5 3 4 3 0 0 1 6
De +a- 0/31 0 - - 0/31 0 - -
De-a+ 5/134 4 4/117 3 - - 1/17 6

Test de Fisher p=0.443

RE (n=167)
Sin conversion 146 87 108 92 22 71 16 89
Conversion 21 13 10 8 9 29 2 11
De +a- 16/135 12 10/116 9 6/19 32 - -
De-a+ 5/32 16 0/2 0 3/12 25 2/18 11

Test de Fisher p<0.05

RPg (n=169)
Sin conversion 120 72 86 73 18 58 16 89
Conversion 47 28 32 27 13 42 2 11
De +a- 34/115 30 24/97 25 10/18 55 - -
De-a+ 13/54 24 8/21 38 3/13 23 2/18 11

Test de Fisher p=0.042

Los valores en las filas “De + a—" y “De - a +” corresponden al nimero de conversiones respecto al total de pacientes
con receptor positivo o negativo, respectivamente.
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6.3.2 Tasa de conversion segun laboratorios locales

La mediana de tiempo transcurrido entre las determinaciones de los receptores del
tumor primario y los de la metastasis en los laboratorios locales fue de 52 meses,
mientras que en el laboratorio central ambas determinaciones se realizaron
simultaneamente.

De las 184 pacientes evaluables disponemos de los resultados de la biopsia de las
lesiones metastasicas de todas las pacientes, pero no se pudieron conseguir los informes
anatomo-patoldgicos originales correspondientes al tumor primario de 6 pacientes. En
otras 4 pacientes no se pudo evaluar el estado de los receptores en la muestra del tejido
metastasico.

En la figura 13 (al final de esta seccidn) se resumen los cambios en el estado de los
receptores HER2, RE y RPg segun las determinaciones locales reflejando la direccién de
los cambios (de estado positivo a negativo y viceversa).

6.3.2.1 Conversion de HER2

Para las 143 pacientes de las que se disponia de datos emparejados del estado de
HER2, la tasa de conversion de HER2 fue del 16% (IC del 95%: 10,7-23,4), considerando
tanto las ganancias (14 pacientes) como las pérdidas (9 pacientes) de la sobreexpresion
o amplificacién de HER2.

Tabla 15. Tasa de conversion de HER2 de acuerdo a las determinaciones de los laboratorios

locales.
N %Total | %Vélido  1C95%
No conversién 120 65,2 83,9 76,6 - 89,3
N Conversion 23 12,5 16,1 10,7 -23,4

8:;2‘::3':0":2;) Cambio de +a - 9 4,9 6,3 3,1-12,0
Cambiode-a + 14 7,6 9,8 5,7 - 16,2
Total 143 77,7 100,0 -

Sin dato 41 22,3

Total 184 100,0

De todas las pacientes cuyo tumor primario era HER2-positivo, la tasa de conversién
del receptor fue del 23%, mientras que de las pacientes con tumores originalmente
HER2-negativos la tasa de conversion del estado de HER2 fue del 13%, resultando una
tasa de conversion global de HER2 del 16% (Tabla 16).
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Tabla 16. Tasa de conversion de HER2 segun el estado del receptor en el tumor primario y de
acuerdo a las determinaciones de los laboratorios locales.

Cambio en la

(Laboratorio local) Primario Metastasis Tasa de Conversion
HER + 39 9 De +a- 23,1%
HER2 - 104 14 De-a+ 13,5%
Total 143 23 16,1%

6.3.2.2 Conversion del RE

Para las 162 pacientes de las que se disponia de datos emparejados del estado del
RE, la tasa de conversion del RE fue del 21% (IC del 95%: 15,7-28,9): se identificd un
cambio de RE-positivo a RE-negativo en 15 pacientes y de RE-negativo a RE-positivo en
20 pacientes.

Tabla 17. Tasa de conversion de RE de acuerdo a las determinaciones de los laboratorios

locales.
[\ % Total % Valido IC 95%
No conversién 127 69,0 78,4 71,1-84,3
Conversién RE Cambio de +a - 15 8,2 9,3 5,5-15,1
(laboratorio local) |cambio de - a + 20 10,9 12,3 7,9 -18,6
Total 162 88,0 100,0 -
Sin dato 22 12,0
Total 184 100,0

Sin embargo, de todas las pacientes cuyo tumor primario era RE-positivo la tasa de
conversion del RE fue del 13%, mientras que de las pacientes con tumores originalmente
RE-negativos la tasa de conversion fue del 41%, resultando una tasa de conversién global
del RE del 21,6% (Tabla 18).

Tabla 18. Tasa de conversion del RE segun el estado del receptor en el tumor primario y de
acuerdo a las determinaciones de los laboratorios locales.

Cambio en la

(Laboratorio local) Primario Metastasis Tasa de Conversion
RE + 113 15 De +a- 13,3%
RE - 49 20 De-a+ 40,8%
Total 162 35 21,6%
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6.3.2.3 Conversion del RPg

Para las 158 pacientes de las que se disponia de datos emparejados del estado de
RPg, la tasa de conversion del RPg fue del 35% (IC del 95%: 27,5-42,8): se identificd un
cambio de RPg-positivo a RPg-negativo en 35 pacientes y de RPg-negativo a RPg-positivo
en 20 pacientes.

Tabla 19. Tasa de conversion de RPg de acuerdo a las determinaciones de los laboratorios

locales.
[\ % Total % Valido IC95%
No conversion 103 56,0 65,2 57,2-72,5
Conversién RP Cambio de +a - 35 19,0 22,2 16,2 - 29,6
(laboratorio local) |cambio de - a + 20 10,9 12,7 8,1-19,2
Total 158 85,9 100,0 -
Sin dato 26 14,1
Total 184 100,0

Sin embargo, de todas las pacientes cuyo tumor primario era RPg-positivo la tasa de
conversion del RPg fue del 40%, mientras que de las pacientes con tumores inicialmente
RPg-negativos la tasa de conversion fue del 29%, resultando una tasa de conversién
global del RPg del 35%.

Tabla 20. Tasa de conversidon de RPg seguin el estado del receptor en el tumor primario y de
acuerdo a las determinaciones de los laboratorios locales.

Cambio en la

(Laboratorio local) Primario Metastasis Tasa de Conversion
RPg + 88 35 De +a- 39,8%
RPg - 70 20 De-a+ 28,6%
Total 158 55 34,8%

6.3.2.4 Conversion de los RH

Considerando conjuntamente los receptores hormonales RE y RPg, 24 pacientes
cambiaron el estado de sus RH del tumor primario a la metastasis, con una tasa de
conversion del 15% (IC del 95%: 10,2-22,0). Aunque el numero de pacientes que
cambiaron el estado de sus RH de positivos a negativos era el mismo que los que
cambiaron de negativos a positivos (12 pacientes cada uno), la tasa de conversion
cuando los RH son inicialmente negativos es mds alta (29%) que cuando los RH son
originalmente positivos (10%), como se muestra a continuacion:
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Tabla 21. Tasa de conversion de los receptores hormonales (RH) segun el estado de los RH en
el tumor primario y de acuerdo a las determinaciones de los laboratorios locales.

Cambio en la

(Laboratorio local) Primario Metsstasis Tasa de Conversién
RH+ (RE + y/o RPg +) 116 12 De +a- 10,3%
RH — (RE-y RPg-) 42 12 De-a+ 28,6%
Total 158 24 15,2%

En la figura 13 se resumen graficamente los resultados de las tasas de conversion de
los tres biomarcadores y el sentido de los cambios, determinados en las respectivas
instituciones locales.

Figura 13. Porcentaje de pacientes con cambios en el estado de los receptores HER2, RE y RPg
entre el tumor primario y sus metastasis segtin las evaluaciones de los laboratorios locales.
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6.4. Cambios de subtipo tumoral entre el tumor

primario y sus metastasis

Para responder a este objetivo se ha utilizado la definicidon de subtipos de cancer de
mama primario anteriormente descrita en Material y Método (seccién 5.6.1):

1. Subtipo RH-positivo: RE+ y/o RPg+ y HER2-negativo
2. Subtipo HER2-positivo: HER2-positivo, independientemente del estado de los RH
3. Subtipo Triple Negativo: RE-, RPg- y HER2-negativos.

6.4.1 Cambio de subtipo segun laboratorio central

Cuando las determinaciones de los receptores se realizaron en el laboratorio central
el subtipo tumoral se mantuvo aln mas estable entre el tumor primario y sus metastasis,
y solo 16 pacientes (tasa de conversién 9,7%) cambiaron el subtipo tumoral respecto al
del tumor primario (Tabla 22). Se observaron infrecuentes cambios en un 10% de las
pacientes con subtipo RH-positivo al subtipo Triple Negativo (8 pacientes, 7%) y al
subtipo HER2-positivo (4 pacientes, 3%). También se observé un 24% de cambios en el
subtipo Triple Negativo: a RH-positivo (3 pacientes, 18%) y a HER2-positivo (1 paciente,
6%). No hubo ninglin cambio de subtipo en las pacientes con tumor primario HER2-
positivo.

Tabla 22. Cambio de subtipo tumoral entre el tumor primario y las metastasis segun el
laboratorio central.

Laboratorio central (n=165)

Metastasis

RH-positivo HER2-positivo Triple negativo

n=108 n=36 n=21
Tumor Primario n % h % h %
RH-positivo, n=117 105 90 4 3 8 7
HER2-positivo, n=31 0 0 31 100 0 0
Triple negativo, n=17 3 18 1 6 13 76

Como se ha comentado en la seccién anterior, se ha analizado también el cambio
de subtipo tumoral teniendo en cuenta la definicion alternativa de subtipos que incluye
la subclasificacidon del subtipo HER2. Con esta clasificacidon el subtipo cambié en 24
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pacientes (tasa de conversidon del 14,5%), 8 pacientes mds que con la clasificacién
anterior, ya que aunque todas ellas tenian un subtipo HER2-positivo, en 5 casos se
perdid la expresién de los RH y en 3 casos se adquirié dicha expresién (Tabla 23).

Tabla 23. Cambio de subtipo tumoral entre el tumor primario y las metastasis segun el
laboratorio central y subclasificando el subtipo HER2-positivo.

Laboratorio central (n=165)

Metastasis
HER2-positivo

n=36
RH-positivo HER2-positivo HER2-positivo  Triple negativo
HER2-negativo RH-positivo RH-negativo
n=108 n=26 n=10 n=21
Tumor Primario n % n % % n %
RH-positivo, n=117 105 90 4 3 0 0 8 7
HER2+/RH+, n=24 0 0 19 79 5 21 0 0
HER2+/RH-, n=7 0 0 3 43 4 57 0 0
Triple negativo, n=17 3 18 0 0 1 6 13 76

6.4.2 Cambio de subtipo segun laboratorios locales

Se disponia de la informacidn del subtipo inmunohistoquimico del tumor primario
de 161 pacientes y del subtipo tumoral de la lesion metastasica de 158 pacientes,
disponiéndose de los datos apareados de 139 pacientes.

Aunque en la mayoria de las pacientes el subtipo inmunohistoquimico se mantuvo
estable entre el tumor primario y sus metastasis, el subtipo cambid en 36 pacientes (tasa
de conversion del 26%), lo que obviamente podia tener claras implicaciones
terapéuticas. De todas las pacientes que originalmente tenian un subtipo RH-positivo en
el tumor primario, un 16% (12 pacientes) cambiaron a un subtipo HER2-positivo en la
metastasis y un 10% (7 pacientes) cambiaron a un subtipo Triple Negativo, como se
muestra en la Tabla 24. Por otro lado, un 21% (n=8) de las pacientes con subtipo HER2-
positivo y un 22% (n=6) de las pacientes con subtipo Triple Negativo cambiaron a un
subtipo RH-positivo en la metastasis. Los cambios entre los subtipos HER2-positivo y
Triple Negativo se observaron con muy poca frecuencia.
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Tabla 24. Cambio de subtipo tumoral entre el tumor primario y las metastasis segtin los
laboratorios locales.

Laboratorios locales (n=139)

Metastasis

RH-positivo HER2-positivo Triple negativo

n=69 n=43 n=27
Tumor Primario n % n % n %
RH-positivo, n=74 55 74 12 16 7 10
HER2-positivo, n=38 8 21 29 76 1 3
Triple negativo, n=27 6 22 2 7 19 71

Debido al creciente interés y a la importancia que ha cobrado en los ultimos afios la
subclasificacion del subtipo HER2-positivo en funcidon de la expresidn de receptores
hormonales, tanto en el contexto neoadyuvante como en la enfermedad metastasica,
se ha procedido también a analizar el cambio de subtipo tumoral teniendo en cuenta
esta subclasificacidon. De esta forma, los subtipos tumorales quedaron definidos como:

Subtipo RH-positivo: RE+ y/o RPg+ y HER2-negativo
Subtipo HER2-positivo/RH-positivo: HER2-positivo y RH-positivos (RE+ y/o RPg+)
Subtipo HER2-positivo/RH-negativo: HER2-positivo y RH-negativos (RE- y RPg-)

P wwnNE

Subtipo Triple Negativo: RE-, RPg- y HER2-negativos.

Con esta clasificacion alternativa el subtipo cambié en 41 pacientes (tasa de
conversion del 29,5%), 5 pacientes mas que con la clasificacién anterior, ya que aunque
todas ellas tenian un subtipo HER2-positivo, en 3 casos se perdié la expresion de los RH
y en 2 casos se adquirid dicha expresién (Tabla 25). Sin embargo, estos cambios también
tienen potenciales implicaciones terapéuticas, especialmente en la primera linea de
tratamiento para la enfermedad metastasica HER2-positiva.

93



RESULTADOS

Tabla 25. Cambio de subtipo tumoral entre el tumor primario y las metastasis segtin los
laboratorios locales y subclasificando el subtipo HER2-positivo.

Laboratorios locales (n=139)

Metastasis

HER2-positivo

n=43
RH-positivo HER2-positivo HER2-positivo  Triple negativo
HER2-negativo RH-positivo RH-negativo
n=69 n=32 n=11 n=21
Tumor Primario n % n % % n %
RH-positivo, n=74 55 74 12 16 0 0 7 10
HER2+/RH+, n=27 8 30 16 59 3 11 0 0
HER2+/RH-, n=11 0 0 2 18 8 72 1 9
Triple negativo, n=27 6 22 2 7 0 0 19 76
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6.5. Concordancia en la expresion de receptores
entre los laboratorios locales y el laboratorio
central

Para evaluar la concordancia en los resultados de la expresion de los receptores
entre los laboratorios locales y el laboratorio central se ha utilizado el indice kappa de
Cohen y se ha interpretado de acuerdo con el método publicado por Landis y Koch.?**

Hubo un buen grado de concordancia en la determinacién de HER2 entre los
laboratorios locales y el laboratorio central, tanto en el tumor primario como en la
metastasis. También hubo un grado de acuerdo excelente para la expresion del RE en la
metdstasis (indice kappa [k] = 0,794). Por el contrario, la mayor variabilidad se detecté
en la expresién del RPg, tanto en el tumor primario como en la metastasis, con un grado
de acuerdo moderado (indice kappa = 0,555).

Tabla 26. Variabilidad en el estado de los receptores entre los laboratorios locales y
laboratorio central en el tumor primario y en las lesiones metastasicas.

Laboratorio central

Tumor Primario Metastasis
Laboratorio local

RE-positivo RE-negativo RE-positivo RE-negativo
RE-positivo
RE-negativo
indice Kappa 0.591 0.794
Valor p <0.001 <0.001

RPg-positivo RPg-negativo RPg-positivo RPg-negativo

RPg-positivo

RPg-negativo

indice Kappa 0.568 0.555

Valor p <0.001 <0.001
HER2-positivo HER2-negativo HER2-positivo HER2-negativo

HER2-positivo

HER2-negativo

indice Kappa 0.651 0.667
Valor p <0.001 <0.001
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6.6. Relacion entre la conversion de los
receptores y la localizacion de las biopsias

Se ha comparado la tasa de conversidon de los receptores -analizados en el
laboratorio central- en funcidon de la localizacién de las metastasis biopsiadas,
agrupandolas en metdstasis loco-regionales o metastasis a distancia. No se ha
encontrado asociacion entre la localizacion de las metastasis y la tasa de conversién de
HER2, aunque si se ha encontrado una mayor tasa de conversion para el RE (26% frente
a 10%; p=0,019) y una tendencia no significativa para el RPg (41% frente a 25%, p=0,088)
en las recaidas locorregionales (Tabla 27).

Tabla 27. Asociacion entre la localizacién de las lesiones biopsiadas (recaida loco-regional o
metdstasis a distancia) y la tasa de conversion de los receptores HER2, RE y RPg determinada
por el laboratorio central.

Laboratorio central
Localizacion
Loco-regional Metastasis a distancia
[\ % %

No conversion

Conversion

No conversion

25 73,5 121 90,3

RE

Conversion 9 26,5 13 9,7
No conversion 20 58,8 101 74,8
RPg
Conversion 14 41,2 34 25,2
Valor p* 0,088

*Estadistico Exacto de Fisher (significacién exacta)

Cuando estas mismas comparaciones se han realizado teniendo en cuenta las
determinaciones de los receptores realizadas por los laboratorios locales (Tabla 28), se
han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre la tasa de conversién
de HER2 de las recaidas locorregionales respecto a las metastasis a distancia (4% vs.
19%, p=0,047). En cambio, no se han encontrado diferencias en la tasa de conversién
del RE ni del RPg en funcion de la localizacion de las biopsias.
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Tabla 28. Asociacidn entre la localizacidn de las lesiones biopsiadas (recaida loco-regional
o0 metdstasis a distancia) y la tasa de conversion de los receptores HER2, RE y RPg determinada
por los laboratorios locales.

Laboratorios locales
Localizacion
Loco-regional Metastasis a distancia
[\ % N

No conversion

Conversion

No conversion 22 73,3 105 79,5
RE
Conversion 8 26,7 27 20,5
No conversion 23 76,6 80 62,5
RPg
Conversion 7 23,3 48 37,5
0,201
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6.7. Relacion entre la conversion de los
receptores y el tratamiento previo

Se ha analizado la relacidn entre la tasa de conversién de los receptores
determinada por el laboratorio central y el tratamiento recibido previamente utilizando
el test exacto de Fisher. No se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre la tasa de conversidon de HER2, de RE o de RPg y el tratamiento
neoadyuvante y/o adyuvante previo con radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia
o terapias bioldgicas (tablas 29, 30 y 31, respectivamente).

También se ha analizado la relacion entre la tasa de conversion de los receptores
determinada por los laboratorios locales y el tratamiento recibido previamente. Al igual
gue con las evaluaciones centralizadas, no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre la tasa de conversidén de HER2 y el tratamiento
neoadyuvante y/o adyuvante previo con radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia
o terapias bioldgicas (Tabla 32).

Como se muestra en la Tabla 33, si se ha encontrado una mayor probabilidad de
conversién del RE tras recibir tratamiento neoadyuvante con trastuzumab (11,4% vs.
1,6%, p=0,020), aunque dado el pequefio nimero de pacientes tratadas, el hecho de
gue no se haya ajustado el valor p por contrastes multiples y de que este mismo efecto
no se vislumbre en el RPg resta valor a este hallazgo que debe ser interpretado con
cautela.

En el caso del RPg, unicamente se ha encontrado una mayor probabilidad de
conversion al recibir hormonoterapia adyuvante (75% vs. 51%, p=0,004), (Tabla 34). No
obstante, este efecto no se observa en el andlisis centralizado ni tampoco en el caso del
RE.
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Tabla 29. Relacidn entre la tasa de conversion de HER2 (evaluada por laboratorio central) y los
tratamientos previamente recibidos.

Laboratorio central

No conversion HER2 Conversion HER2
% %
Radioterapia No 160 99,4 5 100,0
neoadyuvante Si 1 0,6 0 0,0
p-valor* >0,999
Quimioterapia No 117 72,7 3 60,0
neoadyuvante Si 44 27,3 2 40,0
p-valor* 0,618
Hormonoterapia No 156 96,9 5 100,0
neoadyuvante Si 5 3,1 0 0,0
p-valor* > 0,999
Terapia bioldgica No 155 96,3 5 100,0
neoadyuvante Si 6 3,7 0 0,0
p-valor* >0,999
Radioterapia No 74 46,0 1 20,0
adyuvante Si 87 54,0 4 80,0
p-valor* 0,379
Quimioterapia No 67 41,6 2 40,0
adyuvante Si 94 58,4 3 60,0
p-valor* >0,999
Hormonoterapia No 69 42,9 1 20,0
adyuvante Si 92 57,1 4 80,0
p-valor* 0,398
Terapia bioldgica No 150 93,2 5 100,0
adyuvante Si 11 6,8 0 0,0
p-valor* > 0,999
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Tabla 30. Relacion entre la tasa de conversion del RE (evaluada por laboratorio central) y los
tratamientos previamente recibidos.

Laboratorio central

No conversion RE Conversion RE
% N %
Radioterapia No 144 98,6 22 100,0
neoadyuvante Si 2 1,4 0 0,0
p-valor* >0,999
Quimioterapia No 107 73,3 13 59,1
neoadyuvante Si 39 26,7 9 40,9
p-valor* 0,206
Hormonoterapia No 141 96,6 22 100,0
neoadyuvante Si 5 3,4 0 0,0
p-valor* > 0,999
Terapia biolégica No 140 95,9 22 100,0
neoadyuvante Si 6 4,1 0 0,0
p-valor* >0,999
Radioterapia No 66 45,2 10 45,5
adyuvante Si 80 54,8 12 54,5
p-valor* > 0,999
Quimioterapia No 62 42,5 7 31,8
adyuvante Si 84 57,5 15 68,2
p-valor* 0,486
Hormonoterapia No 62 42,5 8 36,4
adyuvante Si 84 57,5 14 63,6
p-valor* 0,649
Terapia biolégica No 138 94,5 19 86,4
adyuvante Si 8 5,5 3 13,6
p-valor* 0,160
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Tabla 31. Relacion entre la tasa de conversion del RPg (evaluada por laboratorio central) y los
tratamientos previamente recibidos.

Laboratorio central

No conversion RPg Conversion RPg
% N %
Radioterapia No 119 98,3 48 100,0
neoadyuvante Si 2 1,7 0 0,0
p-valor* >0,999
Quimioterapia No 86 71,1 35 72,9
neoadyuvante Si 35 28,9 13 27,1
p-valor* 0,852
Hormonoterapia No 118 97,5 46 95,8
neoadyuvante Si 3 2,5 2 4,2
p-valor* 0,623
Terapia bioldgica No 116 95,9 47 97,9
neoadyuvante Si 5 4,1 1 2,1
p-valor* 0,676
Radioterapia No 55 45,5 22 45,8
adyuvante Si 66 54,5 26 54,2
p-valor* > 0,999
Quimioterapia No 49 40,5 21 43,8
adyuvante Si 72 59,5 27 56,3
p-valor* 0,731
Hormonoterapia No 54 44,6 17 35,4
adyuvante Si 67 55,4 31 64,6
p-valor* 0,303
Terapia bioldgica No 113 93,4 45 93,8
adyuvante Si 8 6,6 3 6,3
p-valor* > 0,999
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Tabla 32. Relacidn entre la tasa de conversion de HER2 (evaluada por los laboratorios locales)
y los tratamientos previamente recibidos.

Laboratorios locales

No conversion HER2 Conversion HER2
% N %
Radioterapia No 119 99,2 23 100,0
neoadyuvante Si 1 0,8 0 0,0
p-valor* >0,999
Quimioterapia No 85 70,8 15 65,2
neoadyuvante Si 35 29,2 8 34,8
p-valor* 0,624
Hormonoterapia No 116 96,7 22 95,7
neoadyuvante Si 4 3,3 1 4,3
p-valor* 0,590
Terapia biolégica No 115 95,8 23 100,0
neoadyuvante Si 5 4,2 0 0,0
p-valor* >0,999
Radioterapia No 50 41,7 12 52,2
adyuvante Si 70 58,3 11 47,8
p-valor* 0,368
Quimioterapia No 49 40,8 8 34,8
adyuvante Si 71 59,2 15 65,2
p-valor* 0,648
Hormonoterapia No 53 44,2 9 39,1
adyuvante Si 67 55,8 14 60,9
p-valor* 0,819
Terapia bioldgica No 111 92,5 23 100,0
adyuvante Si 9 7,5 0 0,0
p-valor* 0,355
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Tabla 33. Relacion entre la tasa de conversion del RE (evaluada por los laboratorios locales) y
los tratamientos previamente recibidos.

Laboratorios locales

No conversion RE Conversion RE
% N %
Radioterapia No 126 99,2 34 97,1
neoadyuvante Si 1 0,8 1 2,9
p-valor* 0,386
Quimioterapia No 93 73,2 22 62,9
neoadyuvante Si 34 26,8 13 37,1
p-valor* 0,293
Hormonoterapia No 123 96,9 34 97,1
neoadyuvante Si 4 3,1 1 2,9
p-valor* > 0,999
Terapia biolégica No 125 98,4% 31 88,6%
neoadyuvante Si 2 1,6% 4 11,4%
p-valor* 0,020
Radioterapia No 52 40,9 17 48,6
adyuvante Si 75 59,1 18 51,4
p-valor* 0,445
Quimioterapia No 51 40,2 11 31,4
adyuvante Si 76 59,8 24 68,6
p-valor* 0,433
Hormonoterapia No 49 38,6 18 51,4
adyuvante Si 78 61,4 17 48,6
p-valor* 0,181
Terapia bioldgica No 120 94,5 33 94,3
adyuvante Si 7 55 2 5,7
p-valor* > 0,999
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Tabla 34. Relacidon entre la tasa de conversion del RPg (evaluada por los laboratorios locales)
y los tratamientos previamente recibidos.

Laboratorios locales

No conversion RPg

Conversion RPg

%

%

Radioterapia No 102 99,0 55 100,0

neoadyuvante Si 1 1,0 0 0,0
p-valor* >0,999

Quimioterapia No 73 70,9 40 72,7

neoadyuvante Si 30 29,1 15 27,3
p-valor* 0,855

Hormonoterapia No 99 96,1 54 98,2

neoadyuvante Si 4 3,9 1 1,8
p-valor* 0,659

Terapia biolégica No 99 96,1 54 98,2

neoadyuvante Si 4 3,9 1 1,8
p-valor* 0,659

Radioterapia No 48 46,6 20 36,4

adyuvante Si 55 53,4 35 63,6
p-valor* 0,241

Quimioterapia No 40 38,8 19 34,5

adyuvante Si 63 61,2 36 65,5
p-valor* 0,610

Hormonoterapia No 51 49,5 14 25,5

adyuvante Si 52 50,5 41 74,5
p-valor* 0,004

Terapia biolégica No 95 92,2 54 98,2

adyuvante Si 8 7,8 1 1,8
p-valor* 0,163
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6.8. Influencia del resultado de la biopsia en el
plan terapéutico posterior

Tras la realizacion de la biopsia, en 8 pacientes (un 4% de la poblacion de pacientes
incluidas) no se confirmd la existencia de una lesion metastdsica: en 3 pacientes la
biopsia mostraba tejido normal, en 3 pacientes la biopsia mostraba enfermedad benigna
y en 2 pacientes mostraba un 22 tumor maligno. Estos resultados obviamente tuvieron
una clara influencia en el prondstico y en la estrategia terapéutica posterior.

Centrandonos en la poblacion evaluable, se ha analizado si tras la realizacion de la
biopsia, el cambio de receptores y de subtipo tumoral influyd en la estrategia
terapéutica. Para ello se ha tenido en cuenta la determinacidn de receptores y
clasificacién de subtipos realizada por los laboratorios locales, ya que los oncélogos
responsables tomaron sus decisiones terapéuticas basandose en dichos resultados.

En la visita de registro el investigador declaraba el plan de tratamiento previsto para
la paciente y en las visitas de seguimiento posteriores se recogia el tratamiento
finalmente decidido y prescrito por el investigador. Aunque los investigadores
declararon que “la variacidn en el estado de los receptores en la metastasis implicaba
un plan de tratamiento diferente” en 21 casos, la intencion de tratamiento se modificé
realmente en 15 de las 184 pacientes evaluables, lo que representa un 8% de los casos.

La adaptacidn terapéutica consistio en una anulacién de la hormonoterapia prevista
sustituyéndose por quimioterapia en 6 casos, en la adicién de una hormonoterapia no
prevista inicialmente en 7 casos (en 3 casos la hormonoterapia sustituyé a la
guimioterapia prevista), en la adicién de una terapia bioldgica no prevista en 6 casos o
en la anulacion de una terapia bioldgica en 2 casos.

6.8.1 Conversion de receptores y cambio de tratamiento

A continuacion se muestra el andlisis de la relacidon entre la tasa de conversion de
cada uno de los receptores con el cambio de tratamiento.

De las 23 pacientes en las que hubo conversién de HER2 (y de las cuales 14
cambiaron a un estado HER2-positivo), solo en un 13% se modificé el plan de
tratamiento inicialmente previsto, un porcentaje inferior al esperable y similar al de las
pacientes en las que no hubo conversion.

Por el contrario, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
caso de los receptores hormonales, modificandose el plan de tratamiento en un 37% de
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las pacientes que convirtieron el RE (frente a un 5% de las que no convirtieron, p<0,001)
y en un 24% de las pacientes que convirtieron el RPg (frente a un 7% de las que no
convirtieron, p<0,001). Si consideramos los receptores de forma conjunta, la conversion
del estado de los RH se asocié a un cambio de tratamiento en el 50% de los casos (frente
al 6% de las que no convirtieron, p<0,001).

Tabla 35. Relacién entre la tasa de conversion de HER2, RE, RPg y RH (evaluada por los

laboratorios locales) y el cambio de tratamiento tras la realizacion de la biopsia.

Laboratorios locales

Conversion HER2
N [\ %

Implica cambio de
tratamiento No 108 90,0 20 87,0

Valor p*
Conversion RE

N %

Implica cambio de

tratamiento No 120 94,5 22 62,9

Valor p*
Conversion RPg
N %

No conversion RPg
N %

Implica cambio de

tratamiento No 96 93,2 42 76,4
Valor p* 0,005
Conversion RRHH
% N %
Implica cambio de Si 8 6,0 12 50,0
tratamiento No 126 94,0 12 50,0
Total 134 100,0 24 100,0
Valor p* <0,001

*Estadistico Exacto de Fisher (significacién exacta)

Aunque no se remitia sistematicamente el resultado de la expresidn de los
receptores una vez analizados en el laboratorio central, si podian consultarse estos
resultados en el e-CRD. Teniendo en cuenta este hecho pretendimos analizar si la
conversidn de los receptores por cualquiera de las dos valoraciones (local y central)
respecto al valor de origen pudiera asociarse a la alteracién del manejo clinico. Los
resultados de este analisis fueron similares al anteriormente expuesto, demostrandose
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que la conversidn de los receptores hormonales influia en el plan terapéutico posterior,
pero no asi la conversion de HER2 (Tabla 36).

Tabla 36. Relacidon entre la tasa de conversion de HER2, RE y RPg (evaluada tanto en los
laboratorios locales como en el laboratorio central) y el cambio de tratamiento tras la
realizacion de la biopsia.

Laboratorios locales + Laboratorio central

No conversion HER2 Conversion HER2
[\ % N %

Implica cambio de

tratamiento

Valor p*
No conversion RE Conversion RE
% N %
Implica cambio de Si 7 6,3 13 27,7
tratamiento No 105 93,8 34 72,3
Valor p* <0,001
No conversion RPg Conversion RPg
N % N %
Implica cambio de Si 4 53 15 18,5
tratamiento No 72 94,7 66 81,5
Valor p* 0,014

6.8.2 Influencia del cambio de subtipo tumoral en el plan
terapéutico

Para responder a este objetivo se ha tenido en cuenta la determinacién de
receptores y clasificacién de subtipos realizada por los laboratorios locales, ya que los
oncélogos responsables tomaron sus decisiones terapéuticas basandose en dichos
resultados.

El plan de tratamiento previsto fue modificado en 15 (8%) de las 184 pacientes
evaluables después de la biopsia. De las 36 pacientes cuyo subtipo tumoral cambié en
la lesion metastasica, en 11 de ellas (31%) se decidid un cambio de tratamiento,
mientras que de las 103 pacientes que mantuvieron el mismo subtipo tumoral solo se
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modificé el tratamiento previsto en 4 pacientes (4%). Estas diferencias eran
estadisticamente significativas (p<0,001).

Tabla 37. Relacidon entre el cambio de subtipo clinico (de acuerdo a las determinaciones de los
laboratorios locales) y el cambio de tratamiento tras la realizacion de la biopsia.

Laboratorios locales

: \ Conversién Subtipo \ No conversion Subtipo
Subtipo molecular
| N % | N %
Implica cambio de  [Si 11 30,6 4 3,9
tratamiento No 25 69,4 99 96,1
Total 36 100,0 103 100,0
Valor p <0,001

Cuando se ha empleado una clasificacion alternativa de los subtipos tumorales
subdividiendo el subtipo HER2-positivo en otros dos subtipos (HER2-positivo/RH-
positivo y HER2-positivo/RH-negativo), se han obtenido resultados practicamente
idénticos respecto a la influencia del cambio de subtipo en los cambios de tratamiento.

Como se ha comentado anteriormente, para este objetivo estaba planificado tener
en cuenta la clasificacion de subtipos realizada por los laboratorios locales, ya que los
oncélogos basaban sus decisiones terapéuticas en dicha clasificacién. Sin embargo,
decidimos también realizar el mismo analisis considerando la clasificacién de subtipos
realizada por el laboratorio central. A diferencia del resultado obtenido con los
laboratorios locales, no se encontré ninguna asociacién entre el cambio de subtipo
clinico evaluado por el laboratorio central y la modificacién del plan terapéutico.

Tabla 38. Relacién entre el cambio de subtipo clinico (de acuerdo a las determinaciones del
laboratorio central) y el cambio de tratamiento tras la realizacién de la biopsia.

Laboratorio central

. \ Conversion Subtipo \ No conversion Subtipo
Subtipo molecular
% N %
Implica cambio de  |Si 2 12,5 16 10,7
tratamiento No 14 87,5 133 89,3
Total 16 100,0 149 100,0
Valor p 0,688
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6.9. Influencia de la conversion de los receptores
en la respuesta al tratamiento y el prondstico

Entre los objetivos secundarios del estudio se pretendia analizar si la conversion de
los receptores modificaba la respuesta a los subsiguientes tratamientos o impactaba en
el prondstico de la enfermedad metastasica.

Tras la realizacién de la biopsia y hasta el cierre de la base de datos (mediana de
seguimiento de 16 meses), 179 pacientes de la poblacidn evaluable recibieron al menos
1 linea de tratamiento sistémico antitumoral, mientras que 5 pacientes (2,7%) no
llegaron a recibir ningun tipo de tratamiento. De esas 179 pacientes, a 70 (39%) se les
administrdé una Unica linea de tratamiento, 65 (36%) recibieron 2 lineas de tratamiento,
36 pacientes (20%) 3 lineas, 6 pacientes (3,5%) 4 lineas y 2 pacientes (1%) 5 lineas de
tratamiento.

6.9.1 Influencia de la conversion de los receptores en la
tasa de respuesta a los subsiguientes tratamientos

Se ha recogido la mejor respuesta obtenida y la tasa de respuestas objetivas para la
primera linea de tratamiento administrada tras la biopsia. De las 179 pacientes que
recibieron al menos 1 linea de tratamiento sistémico, en 12 pacientes no se registré la
respuesta o bien la enfermedad se consideré no medible ni evaluable. La tasa de
respuesta objetiva fue del 25%, como se detalla en la Tabla 39:

Tabla 39. Tasa de respuestas objetivas a la primera linea de tratamiento tras la realizacion de
la biopsia.

Primer tratamiento pautado tras biopsia % Total % Vdlido
Respuesta objetiva 41 22,9 24,6
e Respuesta completa 18 10,1 10,8
Mejor respuesta e Respuesta parcial 23 12,8 13,8
Enfermedad estable 59 33,0 35,3
Progresion de enfermedad 67 37,4 40,1
Total 167 93,3 100,0
No medible/evaluable o no recogido 12 6,7
Total 179 100,0
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Se ha comparado la tasa de respuesta objetiva de las pacientes que cambiaron el
estado de los receptores HER2, RE y RPg respecto a las que no lo cambiaron, tanto
evaluados por el laboratorio central como por los laboratorios locales. Aunque cuando
los cambios fueron evaluados por el laboratorio central no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la tasa de respuestas objetivas (Tabla 40), las
pacientes con conversion del RE evaluadas de acuerdo a los laboratorios locales tenian
una tasa de respuesta objetiva significativamente superior a la de las pacientes que no
cambiaron el estado del RE (47% vs. 19%, p=0,002) (Tabla 41). En cambio, cuando el
cambio del RE se evalué de forma centralizada la tasa de respuestas fue numéricamente
inferior (diferencias no significativas) y tampoco se observaron diferencias en el resto
de los receptores.

Tabla 40. Relacion entre la tasa de conversion de HER2, RE y RPg (evaluada en el laboratorio
central) y la tasa de respuesta a la primera linea de tratamiento sistémico tras la inclusiéon en
el estudio.

Laboratorio central

No conversion HER2

N

Conversion HER2
N %

i Respuesta objetiva 33 22,6 2 40,0
Respuesta a 12 linea
No respuesta 113 77,4 3 60,0
Valor p* 0,328

No conversion RE

Conversion RE

[\ [\ %
i Respuesta objetiva 34 25,6 3 15,0
Respuesta a 12 linea
No respuesta 99 74,4 17 85,0
Valor p* 0,407

No conversion RPg

Conversion RPg

[\ [\ %
i Respuesta objetiva 22 20,2 15 33,3
Respuesta a 12 linea
No respuesta 87 79,8 30 66,7
Valor p* 0,098

* Test exacto de Fisher
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Tabla 41. Relacidn entre la tasa de conversidon de HER2, RE y RPg (evaluada en los laboratorios
locales) y la tasa de respuesta a la primera linea de tratamiento sistémico tras la inclusién en
el estudio.

Laboratorios locales

Conversion HER2 \

No conversion HER2 \

N % |
i Respuesta objetiva 26 24,1 3 13,6
Respuesta a 12 linea
No respuesta 82 75,9 19 86,4
Valor p* 0,402

Conversion RE

[\ %
i Respuesta objetiva 22 19,1 15 46,9
Respuesta a 12 linea
No respuesta 93 80,9 17 53,1
Valor p* 0,002

No conversion RPg \

Conversion RPg

[\ %
i Respuesta objetiva 28 29,8 9 18,0
Respuesta a 12 linea
No respuesta 66 70,2 41 82,0
Valor p* 0,161

6.9.2 Influencia de la conversion de los receptores en el
tiempo hasta la progresion a los subsiguientes
tratamientos

Se ha definido el tiempo hasta la progresion a la primera linea de tratamiento como
el tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento hasta la progresion de la
enfermedad, considerando la primera linea como el primer tratamiento recibido tras la
inclusién en el estudio. Esta primera linea de tratamiento podia haberse iniciado incluso
antes de lainclusidn en el estudio. En el caso de que una paciente no hubiese progresado
pero por cualquier otra circunstancia se hubiera iniciado un nuevo tratamiento, se
censuraba a la paciente en el momento de iniciar el nuevo tratamiento.

Tras la realizacidon de la biopsia, 179 pacientes de la poblacidn evaluable recibieron
una primera linea de tratamiento sistémico antineopldsico, mientras que 5 pacientes
(2,7%) no llegaron a recibir ningln tipo de tratamiento. De las 179 pacientes que
recibieron una primera linea de tratamiento, no se dispone de informacién sobre el
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tiempo hasta la progresién de 6 pacientes evaluables, se registraron 88 eventos de
progresion de enfermedad y se censuraron 85 pacientes. La mediana del tiempo hasta
la progresion a la primera linea de tratamiento era de 12,2 meses (IC al 95% 9,465 —
14,878) (figura 14), a la segunda linea de tratamiento de 7,8 meses (IC al 95% 6,746 —
8,846) y a la tercera linea de 4,4 meses (IC al 95% 2,829 — 6,053).

Figura 14. Curva de Kaplan-Meier de tiempo hasta la progresion (TTP) a la primera linea de
tratamiento.
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Analizamos el tiempo hasta la progresion a la primera linea de tratamiento (TTP-1)
en funcion de la conversién o no de los distintos receptores (HER2, RE y RPg), evaluada
tanto por el laboratorio central como por los laboratorios locales, como se muestra en
la figura 15. No encontramos diferencias estadisticamente significativas en el TTP-1
entre las pacientes que convirtieron alguno de los receptores respecto a las que no
convirtieron, ni en las evaluaciones realizadas por el laboratorio central ni en las
realizadas por los laboratorios locales. Aunque en las pacientes que cambiaron el estado
del RE en la metastasis segun las determinaciones del laboratorio central se observaba
una tendencia a un menor TTP-1 comparado con las que no convirtieron (7,0 vs. 12,4
meses; p=0,144), cuando se analizaba de acuerdo a las evaluaciones locales la tendencia
era justo la contraria (17,8 vs. 10,8 meses; p=0,073). En ningun caso estas tendencias
alcanzaban significacidn estadistica.

Tampoco se han encontrado diferencias en el tiempo hasta la progresiéon a la
segunda (TTP-2) o a la tercera linea de tratamiento (TTP-3) entre las pacientes que
convirtieron alguno de los receptores respecto a las que no convirtieron, ni en las
evaluaciones realizadas por el laboratorio central ni en las realizadas por los laboratorios
locales.
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Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada

Figura 15. Curvas de TTP al primer tratamiento de las pacientes con (en verde) y sin conversion
(en azul) de los receptores (A) HER2, (B) RE y (C) RPg, seguin las determinaciones del laboratorio
central (columna de la izquierda) y de los laboratorios locales (columna de la derecha).
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6.9.3 Comparacion de la SLP al primer tratamiento de las
pacientes con/sin conversion de receptores

Se ha definido la supervivencia libre de progresién (SLP) como el tiempo
transcurrido desde la fecha de la visita de registro hasta la primera documentacion de
progresion de la enfermedad o muerte por cualquiera causa o hasta la ultima fecha
disponible en el caso de que la paciente no haya progresado ni fallecido.

Tras una mediana de seguimiento de 16 meses, se han producido 116 eventos de
SLP (63,0%) en las 184 pacientes evaluables. La mediana de SLP es de 11,8 meses (IC al
95%: 9,51 - 14,04). En la figura 16 se muestra la curva de Kaplan-Meier de SLP.

Figura 16. Curva de supervivencia libre de progresion (SLP) de la poblacién evaluable.
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Se ha analizado y comparado la SLP en el grupo de pacientes con cambio en el estado
de alguno de los receptores HER2, RE y RPg respecto a las pacientes que los mantuvieron
estables, tanto segun las determinaciones de los laboratorios locales como las del
laboratorio central, sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas en
ninguna de las comparaciones (figura 17).
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Figura 17. Curvas de supervivencia libre de progresion (SLP) de las pacientes con conversion
(en verde) y sin conversion (en azul) de los receptores (A) HER2, (B) RE y (C) RPg, seguin las
determinaciones del laboratorio central (columna de la izquierda) y de los laboratorios locales
(columna de la derecha). El valor p corresponde a las comparaciones por test de log-rank.
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6.9.4 Supervivencia global

Se ha definido la supervivencia global (SG) como el tiempo transcurrido desde la
inclusiéon en el estudio hasta la muerte por cualquier causa o hasta la ultima fecha
disponible en caso de que la paciente no hubiera fallecido.

Tras una mediana de seguimiento de 16 meses se habian producido 42 eventos de
SG (23,2%) en 181 de las 184 pacientes evaluables (no se disponia de la fecha de
fallecimiento de 3 pacientes). En el momento del cierre de la base de datos (30 de julio
de 2012) no se habia alcanzado la mediana de SG y la estimacidn de supervivencia a dos
afios era de 66,2% (IC al 95% 54,2 — 78,2). En la figura 18 se muestra la curva de Kaplan-
Meier de SG y la curva de SG respecto del momento de inclusién en el estudio. Como
era esperable, la SG de las pacientes incluidas en su primera recaida era superior a la de
las incluidas tras una segunda o sucesivas progresiones de enfermedad (supervivencia a
1 afio de 90,5% vs. 69,5%, p=0,001).

Se ha calculado también la supervivencia global desde la fecha de diagndstico de la
primera recaida hasta la muerte por cualquier causa o pérdida de seguimiento. La
mediana de SG desde la primera recaida fue de 31,6 meses (rango 0,0 — 227 meses).

Figura 18. A laizquierda, curva de Kaplan-Meier de supervivencia global (SG) desde la inclusién
en el estudio de la poblacién evaluable. A la derecha, curva de supervivencia global respecto
del momento de inclusidn en el estudio: primera recaida vs. segunda o sucesivas progresiones
de enfermedad.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la SG de las
pacientes que convirtieron el estado de HER2, RE o RPg y las que no convirtieron, ni
segun las determinaciones de los laboratorios locales ni segun las del laboratorio central
(figura 19).
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Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada

Figura 19. Curvas de supervivencia global (SG) de las pacientes con conversion (en verde) y sin
conversion (en azul) de los receptores (A) HER2, (B) RE y (C) RPg, segun las determinaciones
del laboratorio central (columna de la izquierda) y de los laboratorios locales (columna de la
derecha). El valor p corresponde a las comparaciones por test de log-rank.
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7. DISCUSION

El objetivo de nuestro estudio era determinar prospectivamente y de forma
centralizada la tasa de conversion (cambio) del estado de HER2, RE y RPg entre el cadncer
de mama primario y sus respectivas metastasis. Aunque las discordancias en el estado
de los receptores hormonales entre el cancer de mama primario y sus correspondientes

203,204

metastasis ya se advirtieron hace unos 30 ainos, estos datos se consideraron poco

fiables y hasta hace solo una década se aceptaba que la expresién de receptores era

estable en la evolucién de un mismo tumor.”®

Por ello las guias clinicas no consideraban
necesario repetirlos en el tejido metastasico, a menudo dificil de obtener. Asimismo se
habia considerado que la maquinaria molecular basica de un tumor individual no se
modificaba en el curso de la enfermedad y los estudios con perfiles de expresién
gendmica demostraban que las muestras emparejadas de tumores primarios de mama
y sus correspondientes metdastasis de la misma paciente seguian siendo mas similares

133,134 ..
=% Por ello, las decisiones sobre

entre ellas que con cualquier tumor de otra paciente.
el tratamiento sistémico del cdncer de mama avanzado se han basado tradicionalmente
en los biomarcadores del tumor primario, asumiendo su estabilidad y a pesar de que las

recaidas se hubieran producido a veces muchos afios después del mismo.

Sin embargo, en el momento en que surgid la idea de realizar este estudio se
disponia de evidencia fundamentalmente de estudios retrospectivos que sugerian la
existencia de discordancias de HER2, RE y RPg entre el tumor primario y las metastasis
y que éstas podian ser clinicamente importantes, de hasta un 33% en la determinacion
de HER2'* con un promedio de alrededor del 10%,%”***"* y de hasta un 40% en la

determinacién de los receptores hormonales'***%

con un promedio de
aproximadamente un 20%."*’ La mayoria de estos estudios eran retrospectivos y tenian
importantes limitaciones, como sesgos de seleccién o el empleo de diferentes técnicas
y puntos de corte para evaluar los receptores en el tumor primario y en el tejido
metastasico. Estos estudios no podian evaluar las tasas de éxito o viabilidad de las
biopsias de lesiones metastasicas ni tampoco podian proporcionar informacion precisa
del impacto de las discordancias de los receptores en el prondstico o en el manejo clinico

de la enfermedad metastasica.

Tres estudios prospectivos publicados han comunicado considerables
discordancias de HER2 (3-10%), RE (10-16%) y RPg (24-40%) entre tumor primario y

168,207,208

recaida. Un analisis combinado de dos de estos estudios prospectivos que

incluia 289 pacientes mostraba unas tasas de discordancia para HER2, RE y RPg entre el

139

tumor primario y las metastasis de un 6%, 13% y 31%, respectivamente.”™ Parecia por

tanto que la existencia de las discordancias podia ser un fenémeno real, aunque se
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desconocia la magnitud exacta, el sentido predominante (pérdida o ganancia de los
receptores) y la causa de las mismas.

Nuestro estudio pretendia comprobar este fendmeno, cuantificarlo y profundizar
en sus causas y sus implicaciones clinicas. Para ello disefiamos un estudio observacional
y prospectivo, en el que era obligatorio incluir a la paciente en el estudio antes de la
realizacion de la biopsia, evitando asi posibles sesgos en la seleccidn de las pacientes. Y
puesto que el fendmeno de las conversiones podia afectar de manera diferente a unos
subtipos de cancer de mama que a otros, nuestro propdsito era comparar la tasa de
conversiones de los distintos subtipos de cancer de mama.

Por otro lado, para minimizar la variabilidad intrinseca de las técnicas
inmunohistoquimicas que podian ser la causa de la mayor parte de estas discordancias,
propusimos que, ademas de recoger los informes anatomopatolégicos de los tumores
primarios y de que cada laboratorio determinara los receptores sobre la muestra de
tejido metastasico como parte de la practica clinica habitual, también se enviara una
muestra del tumor primario y de la lesion metastasica a un laboratorio de referencia de
alto volumen que de forma protocolizada analizara de nuevo, de forma simultdneay con
la misma metodologia ambas muestras de cada paciente controlando al maximo las
condiciones analiticas (como la variabilidad de reactivos o la recuperacion antigénica) y
postanaliticas (interpretacion de resultados de forma independiente por dos patélogos
expertos en cancer de mama). Con ello hemos obtenido la tasa de conversién de los
receptores en un escenario real de practica clinica habitual y al mismo tiempo lo hemos
confirmado en un laboratorio central en condiciones de analisis supuestamente
Optimas, comparando ademds ambos resultados, que era otro de los objetivos
secundarios del estudio.

Calculamos que seria necesario incluir 129 pacientes para determinar la tasa de
conversidon de HER2 (el receptor con la tasa de conversidn estimada mas baja) en cada
subtipo de cancer de mama. Después de la inclusidn de las primeras 84 pacientes, tras
realizar el andlisis intermedio planificado, la tasa de conversion de HER2 observada en
la poblacién global fue 3,57%, algo mas baja del 10% estimado inicialmente, por lo que
calculamos de nuevo el tamafo de la muestra considerando que seria necesario incluir
172 pacientes validas. Afladimos un 25% de pérdidas contando con la dificultad de
disponer de una muestra analizable del tumor primario archivado, inviabilidad de
algunas biopsias y que algunas de ellas resultarian en enfermedad benigna, tejido
normal o un tumor maligno de otro origen. Asi, se preseleccionaron un total de 236
pacientes de las que finalmente se incluyeron a 184 pacientes evaluables. Para poder
incluir este numero de pacientes con cancer de mama avanzado y susceptibles de
realizar una biopsia hemos precisado la participacién de 31 hospitales asociados al grupo
GEICAM, que asumié la coordinacidn y gestion del proyecto.

122



DISCUSION

7.1. Analisis de los resultados

Nuestros resultados demuestran que los receptores sobre los que basamos
nuestras decisiones clinicas y, especialmente, los receptores hormonales RE y RPg son
considerablemente inestables durante la progresion del cancer de mama. Las tasas de
conversion de HER2, RE y RPg eran del 3%, 13% y 28%, segun las determinaciones
realizadas por el laboratorio central y del 16%, 21% y 35% segun las evaluaciones de los
laboratorios locales. La expresion de HER2 era la mas estable, mientras que la del RPg
era la mas variable. Sin embargo, si consideramos el estado de los receptores
hormonales en conjunto (RH-positivo si RE-positivo y/o RPg-positivo), la tasa de
conversion de los RH era del 15% (laboratorios locales) y del 12% (laboratorio central).
La frecuencia de estos cambios representa un significativo nimero de pacientes y es por
tanto clinicamente relevante.

Estos resultados estan en la misma linea que los publicados anteriormente en dos

estudios prospectivos.'®®?%

En el estudio DESTINY se realizé una biopsia de la metastasis
a 121 pacientes del Princess Margaret Hospital de Toronto (Canadd), mostrando una
tasa de conversion para HER2, RE y RPg del 10%, 16% y 40%, respectivamente. El estudio
Breast Recurrence in Tissues Study (BRITS) analiz6 muestras emparejadas de 137
pacientes con cancer de mama avanzado de 20 hospitales britanicos observando una

208 Yn metanalisis

tasa de conversion del 3% para HER2, 10% para el REy 25% para el RPg.
con datos individuales de las pacientes de estos dos estudios mostré unas tasas de
conversién de 6, 13 y 31% para HER2, RE y RPg, respectivamente.'*® Curiosamente, las
tasas de conversion obtenidas por el laboratorio central de nuestro estudio fueron casi
idénticas a las obtenidas en el estudio BRITS, probablemente porque en el estudio
britanico tanto las muestras del tumor primario como de la recaida fueron también
enviadas a dos patélogos expertos para una revision centralizada. Por el contrario, los
resultados obtenidos localmente en nuestro estudio son mas similares a los obtenidos
en el estudio DESTINY. A pesar de tratarse de una institucion unica, el hecho de que las
muestras del tumor primario no se reanalizaran sistematicamente en el momento de la
recaida puede explicar los mayores indices de conversién observados en el estudio
canadiense. En la Tabla 42 se muestran las principales caracteristicas de estos dos
estudios junto con las del nuestro (CONVERTHER). El largo intervalo de tiempo desde el
diagnodstico del tumor primario hasta la inclusién en el estudio BRITS puede haber
favorecido la apariciéon de mas recaidas tardias del cancer de mama RH-positivo/HER2-
negativo, reflejado en la proporcién relativamente grande de canceres con RH-positivos
y relativamente pequefia con subtipo HER2-positivo.

La menor tasa de conversion observada en HER2 coincide con un metanalisis de 26
estudios (24 retrospectivos) y 2.520 pacientes publicado por Houssami et al (2011), que
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mostraba una tasa de discordancia combinada de HER2 del 5,5% (IC 95% 3,6-8,5%),
comparable a la obtenida en nuestro estudio.?®

Tabla 42. Caracteristicas y resultados principales de los estudios prospectivos que han
evaluado la tasa de conversion de los receptores HER2, RE y RPg entre el tumor primario y sus

metastasis.
DESTINY ‘ BRITS ‘ CONVERTHER
Pacientes biopsiadas (n) 121 168 236
Pacientes evaluables (n) 94 137 184
Edad (mediana, afios) 59 63 57
Tiempo desde el diagnéstico del tumor primario hasta la inclusion en el estudio (meses)
Mediana 71 95 58
Rango 0-308 5-332 0-235

Localizacion de la biopsia de la recaida n (%)

e Loco-regional

23 (24,5%)

88 (64,2%)

e Distancia: 71 (75,5%) 49 (35,8%) 149 (80,9%)
—Hueso 23 (24,5%) 0 (0%) 35 (19%)
—Higado 15 (16%) 4 (2,9%) 44 (23,9%)
—Pleuro/pulmonar 7 (7,4%) 0 (0%) 19 (10,3%)
—Piel/partes blandas 14 (15%) 16 (11,7%) 32 (17,4%)
—Otras/desconocida 12 (12,7%) 29 (21,1%) 19 (10,3%)

35 (19,1%)

Subtipo inmunohistoquimico del tumor primario

e RH+/HER2- 62 (66%) 102 (74,5%) 129 (71%)
e HER2+ (RH+ 0 RH-) 13 (13,8%) 14 (10,2%) 32 (18%)
¢ Triple negativo 19 (20,2%) 21 (15,3%) 20 (11%)
‘ Local Central
HER2 (%) 10 3 16 3
Conversion | RE (%) 16 10 21 13
RPg (%) 40 25 35 28

Respecto a si la tasa de cambio de los receptores diferia en los distintos subtipos
tumorales, nosotros observamos que el subtipo triple negativo era el mas estable, el que
presentaba una menor tasa de conversiones de los receptores hormonales, no habiendo
diferencias entre los subtipos respecto al cambio de HER2. Esta mayor estabilidad del
subtipo triple negativo también se aprecio en el metandlisis de los estudios DESTINY y
BRITS, en el que la tasa de discordancias en los tumores triple negativo era mas baja que
en los tumores luminales o en los HER2-positivos,* y asimismo es consistente con otras

grandes series retrospectivas.'*>?*%!

En una revisiéon de 789 pacientes del MD
Anderson Cancer Center (sin estudio patoldgico centralizado) en el que observé una tasa
de discordancia para HER2, RE y RPg de 13,6%, 18,4% y 40,3%, respectivamente, y que
estaba centrada en la poblacion triple negativa, los cambios en el subtipo triple negativo

eran también menos frecuentes (9,5%) que en los otros subtipos.'*®
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Con mayor frecuencia el sentido de los cambios en el estado del RE y RPg en
numeros absolutos y de acuerdo con los resultados obtenidos a nivel central era la
pérdida de expresion (50/68, 74%) en comparacidn con la ganancia de expresion (18/68,
26%). Sin embargo, en términos relativos, de todas las pacientes con un tumor primario
originariamente RH-positivo cambiaron a un estado RH-negativo en la metastasis el 10%
de ellas, mientras que de las pacientes con tumor primario RH-negativo cambiaron a un
estado RH-positivo un 24%. Cuando analizamos los resultados obtenidos a nivel local el
sentido de estos cambios estaba repartido de forma equilibrada entre la pérdida de
expresién (50/90, 56%) y la ganancia de expresién (40/90, 44%), aunque de todas las
pacientes con un tumor primario originariamente RH-positivo cambiaron a un estado
RH-negativo el 10% de ellas, mientras que de las pacientes con tumor primario RH-
negativo cambiaron a un estado RH-positivo un 28%.

En contraste, en el analisis centralizado todos los cambios en el estado de HER2
fueron para adquirir la expresién del receptor (5/5, 100%), lo que supone una tasa de
ganancia del receptor del 3,7% para las pacientes con tumores primarios HER2-negativo.
El escaso numero de discrepancias en el estado de HER2 no permite extraer
conclusiones claras respecto al sentido predominante de los cambios, salvo la propia
estabilidad del marcador. En el analisis local, aunque hubo numéricamente mas
conversiones de estado HER2-negativo a positivo (14/23, 61%) que en el sentido
opuesto (9/23, 39%), el porcentaje de pacientes primitivamente HER2-positivas que
cambiaron a HER2-negativo era de un 23% y el de las primitivamente HER2-negativas
gue cambiaron a HER2-positivo era de un 13%.

En resumen, nuestros resultados reflejan una tasa similar de conversiones de
positivo-negativo que de negativo-positivo para los tres biomarcadores, sin advertirse
una clara tendencia en ningun sentido para ninguno de ellos. En el metanalisis de los
estudios DESTINY y BRITS también parecia haber una tasa parecida de ganancia de
expresion que de pérdida de expresion para HER2 (5% vs. 12%) y RE (13% vs. 12%),
mientras que para RPg la pérdida del receptor era mas frecuente que la ganancia (43%
vs. 16%, p<0,001)."*° En el metanilisis de Houssami et al tampoco habia una evidencia
clara de una direccién sistematica en el sentido de las discordancias de HER2,°” y
solamente tras la exclusidn del estudio con resultados mas atipicos® se encontré
evidencia débil (p=0,074) de que el cambio del tumor primario HER2-negativo a la

metastasis HER2-positiva era mas probable que el inverso.?”

El conjunto de todos estos
datos no permite concluir que las discordancias en el estado de los biomarcadores se

produzcan principalmente en una direccién determinada.

Aunque la tasa de discordancias de los receptores era relativamente frecuente, solo
condujo a un cambio de subtipo tumoral entre el tumor primario y la recidiva en un 10%
de las pacientes, segun la evaluacién del laboratorio de referencia, y en un porcentaje
algo mayor (24% de los casos) segun los laboratorios locales. Esto es debido a que los

125



DISCUSION

cambios de algun receptor hormonal no siempre se traducen en un cambio de subtipo.
Sin embargo, estos cambios son clinicamente mas relevantes, porque tienen evidentes
implicaciones terapéuticas.

Entre los objetivos secundarios de la tesis pretendiamos analizar la posible relacion
entre la tasa de conversidon de los receptores y la localizacion de las metastasis
biopsiadas o la posible influencia de los tratamientos previamente recibidos. La
localizaciéon de las metdstasis (recaida loco-regional vs. metastasis a distancia) podia ser
un factor clinico y biolégico importante porque el subtipo del tumor primario se asocia
a un diferente patron de localizacion de recaidas. Ademas, las diferentes localizaciones
metastdsicas presentan diferente comportamiento clinico. Por otro lado, la
decalcificacion del material de las metastasis dseas biopsiadas puede alterar de forma

sustancial el resultado del andlisis de los tres receptores.212

Y por ultimo, la cantidad y
la calidad del tejido biopsiado, los riesgos de la biopsia y el tiempo invertido para
realizarla son también diferentes en funcion de las distintas localizaciones. Cuando
comparamos los cambios en el estado de los receptores entre las recidivas loco-
regionales y las metdstasis a distancia, no encontramos diferencias significativas para
HER2, aunque si se hallé una mayor tasa de conversion para el RE (26 vs 10%; p = 0,019)
y una tendencia no significativa para el RPg (41 frente a 25%, p = 0,088) en las recaidas
loco-regionales. Los resultados de estas mismas comparaciones con los datos de los
laboratorios locales no confirmaron estos hallazgos. Los estudios DESTINY y BRITS
tampoco identificaron ninguna diferencia significativa en el cambio de los receptores

entre las recaidas loco-regionales y las metastasis a distancia.'®®*%®

Por el contrario, en
un estudio sueco se encontro que la pérdida del RE o del RPg entre el tumor primario y
la recaida era mayor en las metdstasis a distancia que en las recaidas locales (16,2% vs.
6,8%, p=0,028 y 42,2% vs. 19,6%, p=0,069), respectivamente.213 No encontramos una
explicacidon razonable para nuestro hallazgo. En este mismo sentido, los datos de
autopsias que comparaban el tumor primario con multiples localizaciones metastasicas
sugerian que las metastasis eran consistentes entre si en el estado de HER2, RE y RPg,
incluso si estos receptores eran diferentes del tumor primario sincrénico.”** Dada la
consistencia demostrada en estos estudios entre las metdstasis de diferentes
localizaciones, el lugar seleccionado para realizar la biopsia no parece un factor critico
en la re-evaluacion de los receptores, y debe basarse principalmente en otros factores,
como el balance entre la necesidad de obtener un material adecuado, los riesgos
asociados, la implicacion de recursos quirdrgicos o de radiologia intervencionista y la
comodidad de la paciente.

Por otro lado, y al igual que otros trabajos (incluidos los estudios BRITS y
DESTINY)™®®?%2> tampoco identificamos diferencias significativas en la tasa de
conversiéon de HER2, RE y RPg (valoracidn centralizada) con respecto a los tratamientos
previamente recibidos. Estos resultados contrastan con otros trabajos que si han
identificado una posible influencia del tratamiento adyuvante en el cambio de fenotipo
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inmunohistoquimico de la recaida. #1132

Aunque en un contexto diferente, un
metanalisis de 14 estudios prospectivos que evaluaba el efecto de la quimioterapia
neoadyuvante en el estado de los biomarcadores y demostraba un cambio significativo
en RE y RPg entre la biopsia previa a la quimioterapia y la pieza quirdrgica post-
guimioterapia. Ademas, compararon las tasas de conversion de los receptores
hormonales de las pacientes que recibieron quimioterapia neoadyuvante respecto a las
pacientes de un grupo control que no lo recibieron. Consistentemente, el grupo de
tratamiento neoadyuvante demostré una diferencia significativa en la tasa de
conversidon de ambos receptores hormonales en comparaciéon con el grupo control,
sugiriendo que la quimioterapia neoadyuvante puede modificar el estado de los

receptores hormonales.”’

Un estudio mas reciente basado en un registro de cancer de
mama en 21.755 pacientes niponas demuestra que la pérdida del estado HER2-positivo
ocurria en un 21.4% de las pacientes después del tratamiento neoadyuvante mientras
que un 3.4% de pacientes con tumor primario HER2-negativo convertian a un estado
HER2-positivo después del tratamiento. Ademas un 4,6% de pacientes cambiaban de un
estado RE-positivo a RE-negativo y un 9,3% cambiaban de un estado RE-negativo a RE-

positivo.”*®

Nuestro trabajo no encontré que el tratamiento previamente recibido
influyera en la tasa de conversion de los receptores, si bien la inmensa mayoria de las
pacientes habian recibido al menos algun tipo de terapia previa y el estudio no tenia
potencia estadistica suficiente para detectar diferencias entre las pacientes que habian
o que no habian recibido tratamiento previo ni entre los diferentes subgrupos de

tratamiento.

Otro de los objetivos secundarios del estudio era analizar la variabilidad en la
medicion de los biomarcadores entre los laboratorios locales y el laboratorio central.
Nuestros resultados mostraron un buen grado de concordancia en la determinacién de
HER2 entre los laboratorios locales y el central, asi como en la expresion del RE en la
metadstasis. La determinacién del RE en el tumor primario y la determinacion del RPg
tanto en el tumor primario como en la metastasis mostraron un acuerdo menor. Prueba
de ello es que a nivel del tumor primario la frecuencia del subtipo RH-positivo/HER2-
negativo era menor segun las instituciones locales que segun el laboratorio central (53%
vs. 71%, p<0,05). La mediana de tiempo transcurrido entre las determinaciones de los
receptores del tumor primario y los de la metdstasis era de 58 meses (rango 0-235
meses). Posiblemente, el hecho de que los receptores del tumor primario fueran
analizados en momentos muy distantes en el tiempo en los laboratorios locales y en el
laboratorio central puede haber influido en estos resultados (empleo de diferentes
metodologias, cambios en los puntos de corte, etc.).

Como se ha comentado anteriormente en la introduccién, numerosas publicaciones
han puesto de manifiesto una amplia variabilidad en los andlisis de los receptores RE y
RPg producidos por una diversidad de factores. Los resultados pueden fluctuar
sustancialmente entre los laboratorios debido a las diferencias en el manejo de
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muestras, la fijacion de tejidos, la recuperacion de antigenos y el tipo de anticuerpo.
Dependiendo del epitopo reconocido, diferentes anticuerpos pueden detectar solo
ciertas formas del receptor y pueden fallar en la deteccion de una variante especifica.
Ademas, la interpretacion de los resultados del analisis es variable debido a los
diferentes puntos de corte utilizados para separar los receptores positivos y negativos.
Estas variaciones han dado lugar a graves problemas de fiabilidad de los receptores
hormonales antes del desarrollo de guias de consenso.*

Grandes grupos cooperativos internacionales han abordado la concordancia en los
analisis de los receptores entre los laboratorios locales donde se incluian las pacientes y
de manera centralizada en laboratorios académicos de alto volumen. Por ejemplo, en el
ensayo del Eastern Cooperative Oncology Group ECOG 2197, el 11% de los test RE-
negativos locales fueron positivos en las revisiones centrales, con una tasa de

193

concordancia del 90%.77° Y en el estudio ALTTO (Adjuvant Lapatinib and/or Trastuzumab

Treatment Optimization) en la revisidn central se describieron un 4,3% de casos falsos

1%y en el estudio del Breast

positivos y 20% de casos falsos negativos para el RE.
International Group BIG 1-98 que comparaba el tratamiento adyuvante con letrozol
versus tamoxifeno versus hormonoterapia combinada, la revision central confirmo el
97% de los tumores como receptor hormonal positivo. Sin embargo, el 69% del pequefio
numero de tumores (n = 105) evaluados como RE-negativos fueron realmente RE-

%% En general, la tasa de falsos negativos del RE (evaluacién central versus

positivos.
local) estaba en el rango del 10%, mientras que la tasa de falsos positivos era del 5%. Y
en el caso de HER2 los grandes estudios de adyuvancia con trastuzumab indicaban que
la reproducibilidad de la expresion de HER2 cuando se realizaba en diferentes
laboratorios era de tan solo el 85% de los casos. La concordancia era mayor cuando la
determinacién se realizaba mediante FISH en comparacién con la expresion por
inmunohistoquimica (88,1% y 81,6%, respectivamente).”*’

En nuestro estudio la determinacién de HER2 asi como la del RE en la metastasis
mostraba un buen grado de concordancia entre los laboratorios locales y el central
comparable a la descrita en los mencionados estudios de los grandes grupos
cooperativos. La concordancia para el RE en el tumor primario era solamente aceptable,
aunque como se ha sefialado anteriormente, el hecho de que los receptores del tumor
primario fueran analizados con varios afos de diferencia entre los laboratorios locales y

el laboratorio central, puede explicar dichas diferencias.

La mayor tasa de discordancias en los receptores y en el subtipo tumoral observada
en los laboratorios locales invita a reflexionar sobre la conveniencia de implantar
medidas destinadas a mejorar la calidad de las determinaciones de aquellos
biomarcadores que tienen una repercusion directa en las decisiones terapéuticas. La
acreditacion de los laboratorios, la implementacion de estrictos controles de calidad o
la centralizacién de los analisis de biomarcadores en laboratorios de referencia puede
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mejorar la caracterizacién molecular de los tumores y tener un impacto directo en los
resultados clinicos. De esta forma se podria obtener un mayor rendimiento de los
tratamientos oncoldgicos y una optimizacion de la relacidn coste-efectividad.

El dltimo de nuestros objetivos secundarios era analizar cdmo los resultados de la
biopsia y los cambios de los receptores hormonales y HER2 y del subtipo tumoral
modificaban el plan de tratamiento inicialmente previsto antes de la realizacién de la
biopsia. Tras la realizacién de la biopsia en un 4% de las pacientes no se confirmé la
existencia de una lesidn metastdsica, un porcentaje ligeramente inferior al del

metanalisis de los dos estudios prospectivos (8%).'*

El porcentaje de modificaciones
en el tratamiento posterior observado en nuestro estudio (8%) también parece
ligeramente inferior al observado en los estudios BRITS (17%) y DESTINY (14%)."°%°% Sin
embargo en estos estudios los cambios de tratamiento se recogieron segun un
cuestionario que cumplimentaban los clinicos que incluian a las pacientes. En nuestro
estudio, aunque los clinicos también declararon en el eCRD un plan terapéutico
diferente al planificado antes de la biopsia en 21 pacientes (11,5%), cuando se comprobd
en el CRD el tratamiento realmente recibido tras la biopsia solo se habia modificado en
15 pacientes (8%). De todas las pacientes en las que el subtipo tumoral habia cambiado
en la metastasis, el tratamiento solo se modificd en el 31% de los casos. A simple vista
parece sorprendente que después de realizar una biopsia confirmatoria con sus
inherentes riesgos, los clinicos solo adaptemos el tratamiento de forma consecuente en
un porcentaje de pacientes aparentemente bajo. Sin embargo, esto probablemente
refleja, por un lado, el hecho de que cuando los médicos observan un cambio en el
estado del receptor, existe cierto grado de incertidumbre respecto a si se debe a un
cambio bioldgico en el tumor o por el contrario es debido a una inconsistencia
metodoldgica y por lo tanto puede ser dificil juzgar cual de los dos resultados es mas
probable que refleje el verdadero estado del receptor. En consecuencia, los clinicos se
sienten mas seguros afiadiendo el tratamiento antitumoral correspondiente cuando se
detecta una ganancia de expresién del receptor, en lugar de eliminar un tratamiento
potencialmente eficaz y no excesivamente toxico como la hormonoterapia o la terapia
anti-HER2 cuando se pierde la expresidn del receptor. Por otro lado, casi la mitad de los
cambios observados en nuestro estudio estaban relacionados con el RPg, que tiene
menos influencia en el plan terapéutico. Ademas, hay otros factores que pueden influir
en el juicio del clinico y la decision terapéutica distintos al subtipo tumoral, como la
respuesta a tratamientos previos, la agresividad de la enfermedad, presencia de
sintomas, toxicidad, comorbilidad, preferencias de la paciente, etc.

Aunque no identificamos en el estudio ninguna sefial de que la conversion de
receptores o de subtipo tumoral comprometiera la respuesta a los subsiguientes
tratamientos o que implicara un peor prondstico, otros estudios retrospectivos si
observaron desde hace muchos afos que la pérdida del RE en las lesiones recidivantes

constituia un predictor de resistencia a la hormonoterapia.?****° En un estudio de 789
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pacientes tratadas en el M.D. Anderson Cancer Center, las pacientes con discordancias
en el estado de los receptores tenian una supervivencia igual de desfavorable que la de
las pacientes con cancer de mama triple negativo.’*® Otros estudios también han
observado una peor supervivencia en las pacientes con conversiones del Rg*%?13221,222
o de HER2.1*"*'2?1 por e| contrario, y al igual que en nuestro estudio, el metanilisis de
los estudios prospectivos DESTINY y BRITS no encontro diferencias significativas ni en la
respuesta a los subsiguientes tratamientos ni en la supervivencia de las pacientes con o
sin discordancia en el estado de los receptores.’® Sin embargo, es importante destacar
gue ningun estudio ha comparado los resultados de las pacientes con receptores
discordantes cuyo tratamiento sistémico para la enfermedad metastasica se basé en los
resultados de las metastasis frente a los resultados del tumor primario. Por lo tanto, no
existe evidencia para establecer cual es la mejor estrategia para seleccionar un plan
terapéutico cuando se encuentran tales discordancias.’® Intuitivamente, parece
plausible especular que la aproximacion terapéutica basada en las caracteristicas
bioldgicas mds recientes obtendra mejores resultados. Por ejemplo, la frecuencia de
mutaciones en el dominio de unién a la hormona del gen ESR1 (gen que codifica el RE)
es anecdotica en el tumor primario mientras que se observa en aproximadamente el 25-
30% de las metastasis o ADN tumoral circulante (ctDNA) de las pacientes con cancer de
mama tratadas previamente con inhibidores de aromatasa. La aparicion de esta
mutacion se asocia a un peor prondstico y a resistencia a los inhibidores de
aromatasa,223 lo que deberia ser tenido en cuenta a la hora de planificar la secuencia
6ptima de tratamiento.

7.2. Causas de las conversiones

Los cambios en la expresion de los receptores pueden deberse a diferentes causas:
1) inconsistencias metodoldgicas; 2) heterogeneidad intratumoral; o 3) pueden deberse
a un verdadero cambio bioldgico derivado de cambios genéticos o seleccidn clonal
durante la progresidn del tumor o como consecuencia de una seleccion terapéutica por
exposicion a agentes sistémicos tales como la quimioterapia, la hormonoterapia, o las
terapias dirigidas.

Nuestras tasas de discordancia estan exactamente dentro del rango esperable de la
modesta reproducibilidad técnica de los métodos de andlisis de los receptores
hormonales y HER2. De hecho, incluso si el mismo bloque tumoral se analizara dos veces
en dos laboratorios diferentes aun con el mismo método, los resultados de la expresion

193,195,196,219 s
w725 Los clinicos

de RE, RPg y HER2 mostrarian similares tasas de discordancia.
tendemos a considerar los informes patoldgicos como precisos y reproducibles, pero las
diferencias en el manejo de las muestras, el procesamiento de los tejidos y la
interpretacion de la inmunohistoquimica o FISH puede dar lugar a una evidente

variabilidad en el estado de los receptores. Por lo tanto, no se puede descartar que los
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errores en la medicidn de los receptores constituyan la principal fuente de discordancia,
es decir, que las observaciones de los cambios en el estado de los receptores pueden
simplemente ser debidas a una reproducibilidad imperfecta de los métodos de
determinacion del receptor.

Por otra parte, tampoco es inconcebible que un tumor pueda estar compuesto
simultdneamente de subclones RE-positivos y RE-negativos (o HER2-positivos y HER2-
negativos) siendo un solo componente el que dé lugar a las metastasis, o que se
produzca algun tipo de evolucion molecular en el cancer. Los recientes avances
tecnoldgicos en la patologia moderna han permitido analizar el ADN, el ARN vy las
proteinas de diferentes porciones de un mismo tumor demostrando la existencia de

224,225
l. Y

heterogeneidad intratumora los estudios de secuenciacién masiva han

demostrado que la heterogeneidad espacial y temporal son fendmenos comunes en el

192 14 heterogeneidad intratumoral denota la coexistencia de

cancer de mama.
subpoblaciones de células cancerosas que difieren en sus caracteristicas genéticas,
fenotipicas o de comportamiento dentro de un mismo tumor primario y entre un tumor
primario dado y sus metdstasis. Esta diversidad puede atribuirse a factores genéticos y

226 Las

epigenéticos y a respuestas adaptativas en las vias de sefializacidon intracelular.
células cancerosas dentro de un tumor dado pueden diferir no sélo fenotipicamente o
en relacién con alteraciones genéticas menores que no modifiquen el fenotipo, sino
también en términos de sus drivers o aberraciones genéticas conductoras. Por ejemplo,
se han descrito canceres de mama primarios que contienen areas neopldasicas con y sin

227223 por |o tanto, las biopsias de una pequefia regién tumoral

amplificaciéon de HER2.
pueden no proporcionar una caracterizacion representativa de las alteraciones
genéticas, epigenéticas y/o fenotipicas encontradas en el conjunto del tumor, lo que
representa un gran reto para la caracterizacion de biomarcadores y la seleccidn del

tratamiento.

Por dltimo, no puede excluirse un verdadero cambio en la biologia tumoral, al
menos en algunos casos. El genoma del cancer de mama cambia de forma dinamica
durante el curso de la enfermedad adquiriendo gradualmente miles de nuevas
mutaciones (sustituciones, inserciones y deleciones de pares de bases) y un nimero mas
limitado de nuevas alteraciones en el numero de copias y reordenamientos
192,230-232 De esta

manera el cancer evoluciona activamente a medida que las expansiones clonales de

estructurales que confieren ventajas proliferativas y de supervivencia.

células cancerosas se superan unas a otras impulsadas por presiones selectivas
cambiantes, procesos mutacionales y alteraciones de oncogenes y genes supresores de
tumores. Tras el tratamiento sistémico anti-neoplasico y la radioterapia, los subclones
con mutaciones relacionadas con la resistencia se convierten en dominantes en el
tumor, y éste evoluciona hacia un fenotipo mas resistente y agresivo. Debido a esta
constante remodelacién del genoma a lo largo del tiempo, si analizamos el genoma de
dos muestras del mismo cancer de mama en distintos momentos evolutivos podriamos
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observar amplias diferencias. Por ejemplo, Cohen et al. analizaron mediante
secuenciacion masiva 130 muestras de metdstasis de cancer de mama RE-positivo
hormono-resistente, identificando frecuentes mutaciones adquiridas en multiples genes
(v.g., 23% de mutaciones en ESR1, 7% en ERBB2, 5% en RB1, PTEN o AKT1) que en la
mayoria de los casos no estaban presentes en sus respectivos tumores primarios RE-
positivos. Estas alteraciones son clinicamente relevantes, tienen un indudable papel en
la resistencia hormonal y claras implicaciones en la seleccién de nuevos tratamientos y
en la elegibilidad en los ensayos clinicos.”** Algunas de estas alteraciones genéticas en
la maquinaria molecular del tumor podrian ser, por lo tanto, responsables de al menos
parte de las discrepancias en el estado de los receptores HER2, RE y RPg.

Por otro lado, aunque la realizacién de biopsias seriadas de lesiones metastasicas
puede ser clave para identificar nuevas dianas moleculares con opciones terapéuticas
mas adaptadas con el fin de mejorar el manejo clinico de la paciente, la repeticion del
analisis gendmico en una unica localizacidon tumoral no parece suficiente para percibir
la evolucion gendmica del conjunto del tumor, ya que una pequefia muestra de biopsia
dificilmente representa toda la masa tumoral. Adema3s, los tumores metastdsicos suelen
ser dificiles de acceder y las biopsias seriadas de las metastasis accesibles a menudo son
clinicamente complicadas. Por ello, en la actualidad se esta investigando otras formas
de estudiar la evolucién gendmica del tumor. Debido a que el ADN tumoral circulante
(ctDNA) es una mezcla de ADN procedente de todas las lesiones tumorales de la
paciente, puede representar el catdlogo de mutaciones que tiene la enfermedad en todo
el organismo. Este método no invasivo es conocido como biopsia liquida, y presenta
evidentes ventajas para monitorizar la evolucién genémica del tumor.

Un examen mas profundo de las diferencias moleculares entre el tumor primario y
sus correspondientes metdstasis, no sélo a nivel del receptor sino también a nivel de las
vias funcionales entre el tumor primario y sus metastasis podria contribuir a dilucidar si
estas discordancias en los receptores son realmente el resultado de una evolucién
gendmica gradual del tumor. En este sentido, A. Prat et al. han analizado la expresion
de 105 genes relacionados con el cancer (incluyendo los del clasificador PAM50) en 123
muestras pareadas de tumor primario de mama y metastasis (parte de ellas procedentes

del propio estudio ConvertHER).'*®

Aunque el subtipo molecular intrinseco
generalmente se conservaba durante la progresion metastasica, los tumores Luminal A
adquirian un perfil Luminal B o HER2-enriched durante la progresidon metastasica,
probablemente reflejando la evolucion del tumor y/o la adquisicion de un estado de
independencia estrogénica. La tasa de conversion del subtipo intrinseco era de 0%
cuando el tumor primario era Basal-like, 23,1% en los HER2-enriched (HER2-E), 30,0% en
los Luminal By 55,3% en los Luminal A. Un 40% de los tumores Luminal A convirtieron a
Luminal B, y los tumores Luminales Ay B convirtieron a HER2-enriched en un 14% de los
casos (Tabla 43).'® Se identificaron 47 genes diferencialmente expresados en la

enfermedad metastdsica respecto al tumor primario. En las metdstasis aumentaba la
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expresion de genes relacionados con la proliferacion (v.g., MKI67) y la migracién (como
FGFR4) mientras que disminuia la expresion de genes relacionados con el subtipo
Luminal (por ejemplo, PGR). Aunque los tres genes que codifican los biomarcadores
cldsicos (ESR1, PGR y ERBB2) se conservaban en gran medida en la enfermedad

metastasica, PGR era el gen que mas reducia su expresién respecto a los tumores

primarios.198

Tabla 43. Concordancia de subtipo molecular intrinseco entre tumor primario y metastasis.'*®

a g (I ES
Enfermedad Metastasica : :
diferencialmente

_
Primari Eoncsn
(15,4%) (761,8%) (7'%%) ° !
0 140%  (4a7%)  (404% #

: 4 5 21
0 (133%)  (16,7%) (70%) 8

*FDR, false discovery rate.

Tumor

Estos resultados sugieren que, aunque existe una cierta estabilidad en el subtipo
intrinseco, un 37% de los tumores puede cambiar de subtipo moleculary, por otro lado,
que la expresidon de los genes ESR1, PGR y ERBB2 también puede cambiar en las
metastasis. Por lo tanto, un verdadero cambio en la biologia tumoral parece producirse
al menos en algunos casos, subrayando la necesidad de biopsiar la enfermedad
metastdsica con el fin de comprender mejor la evolucion clinica y bioldgica del tumor.

7.3. Contribuciones, fortalezas y limitaciones del
estudio

Hasta donde sabemos, el estudio ConvertHER es el mayor estudio prospectivo que
ha evaluado la tasa de conversidn de los receptores (HER2, RE y RPg) entre el tumor
primario y una lesién recidivante en una poblacion de pacientes con cancer de mama
avanzado. Por otra parte, es el Unico estudio que ha comparado el resultado de los
receptores determinado en 31 laboratorios locales con los obtenidos en un solo
laboratorio central. Su disefio prospectivo ha permitido confirmar y estimar la tasa de
discordancias reduciendo el riesgo de posibles sesgos de seleccién.

Los resultados de nuestro estudio han contribuido a establecer la recomendacién
actual de realizar biopsias confirmatorias cuando se sospecha una recaida en una
paciente con cancer de mama. Las razones para apoyar esta recomendacion incluyen no
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sélo evitar un diagndstico erréneo de la recaida de cancer de mama (en un 4% de las
pacientes no se confirmo la existencia de la supuesta lesién metastasica), sino también
la hipotesis cada vez mas convincente de que la adaptacidn mas precisa del tratamiento
antitumoral a las caracteristicas biolégicas mas recientes mejorara los resultados
clinicos. De hecho, cada vez un mayor nimero de nuevos ensayos clinicos requiere una
evaluacidn reciente de biomarcadores para la seleccidn de las pacientes.

El estudio ConvertHER ha contribuido también a implantar y popularizar una
practica clinica de biopsiar las lesiones metastdsicas que hasta entonces no constituia
una practica generalizada en nuestro pais ni una recomendacién formal en las guias
clinicas internacionales.

Por otra parte, reconocemos que el disefio y la ejecucidn del estudio ConvertHER
puede tener también ciertas limitaciones metodoldgicas. Al tratarse de un estudio
multicéntrico la metodologia empleada probablemente haya variado ampliamente en
los 31 centros participantes, porque no estaba estandarizada y ademas ha evolucionado
a lo largo del tiempo. Nosotros tratamos de reducir esta variabilidad metodolégica
reproduciendo las determinaciones de los receptores en un unico laboratorio de
referencia con amplia experiencia en el que se siguieron los mismos procedimientos
para el andlisis de las muestras e interpretacion de los resultados. No obstante, los
tejidos primarios archivados podian corresponder a un tiempo muy anterior al del
analisis centralizado y por otro lado el laboratorio central no tenia control ni capacidad
de modificar las variables preanaliticas (como el tiempo de isquemia, proceso de
fijacion, tallado e inclusidn en parafina, seleccién del bloque, etc.). Hasta 67 variables
preanaliticas pueden alterar el examen inmunohistoquimico de los receptores.”**
Indudablemente la diligencia en la ejecucidn de todos esos procesos en los laboratorios
locales ha podido influir en la calidad del resultado de la técnica inmunohistoquimica o
de hibridacion in situ aplicada posteriormente por el laboratorio central.

Por otro lado, la poblacion de pacientes seleccionada para el estudio incluye tanto
a pacientes metastasicas de novo como a pacientes en primera recaida o en sucesivas
progresiones, la mayoria de las cuales habian recibido uno o varios tratamientos previos
para su enfermedad. Todos estos factores podrian haber influido en la tasa de
conversiones y diluirlas en una poblacién algo heterogénea.

Aunque hemos podido confirmar y cuantificar las discordancias en los receptores,
nuestro estudio no tenia capacidad para explicar la naturaleza de estas conversiones, y
en particular distinguir la propia variabilidad inherente a las técnicas analiticas de
fendmenos bioldgicos reales como la heterogeneidad intratumoral o la adaptacion
gendmica del tumor hacia un fenotipo mas resistente y agresivo.

En dltima instancia, la cuestion mdas importante que subyace al estudio es si la
conversion del estado del receptor o del subtipo y los cambios consiguientes en el
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manejo clinico conducen al final a mejoras en la calidad de vida y/o en la supervivencia
de las pacientes. De forma exploratoria analizamos si las conversiones de receptores o
de subtipo tumoral se asociaban a una diferente sensibilidad a los subsiguientes
tratamientos y en consecuencia a un prondstico diferente. Sin embargo, nuestro estudio
no tenia potencia estadistica suficiente ni el disefio adecuado para abordar este analisis
ni tampoco observamos ninguna sefal para poder generar ninguna hipdtesis al
respecto. Aunque intuitivamente la informacidn real sobre el estado de los receptores
de las metastasis y el tratamiento sistémico consecuente debe mejorar los resultados,
esta hipdtesis tiene que demostrarse en estudios prospectivos disefiados expresamente
con esta finalidad.

7.4. Recomendaciones actuales de las guias
clinicas

En linea con los resultados y conclusiones de nuestro estudio, las guias clinicas
internacionales recomiendan la realizacion de una biopsia especialmente al inicio de la
enfermedad metastdsica y la re-evaluacién de los receptores para guiar las decisiones
terapéuticas:

e Las guias de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) recomiendan, en el
momento de la primera recaida del cancer de mama, biopsiar una lesion accesible
para confirmar la naturaleza metastdsica de la enfermedad. Y puesto que reconocen
que los resultados de los biomarcadores RE, RPg y HER2 pueden haber cambiado
desde el tumor primario y estos resultados pueden influir en las decisiones
terapéuticas, el panel de expertos recomienda volver a examinar el estado de RE,
RPgy HER2 en al menos una lesidn metastasica con especial atencion a la realizacion
de la técnica. Se ha de ser especialmente cuidadoso en las metastasis dseas, ya que
el procesamiento (descalcificacidon) puede alterar los resultados de RE y/o HER2, o
las biopsias pueden contener escasas células tumorales y los resultados no serian

fiables.'3%*

Sin embargo, para las pacientes con discordancias en estos
biomarcadores, en la actualidad no existe evidencia para determinar si el prondstico
mejora cuando el tratamiento sistémico es guiado por los resultados de los
biomarcadores obtenidos en las metastasis. El consenso del panel cuando hay
discordancia de RE, RPg o HER2 entre el tumor primario y sus metastasis es utilizar
los biomarcadores de la metdstasis para guiar el tratamiento sistémico, siempre que
sea compatible con el contexto clinico y con los objetivos de la paciente. Aun asi,
puede haber algunas pacientes en las que la informacién disponible en el tumor

primario sea suficiente.*?*
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Las guias de la NCCN v.2.2016 igualmente recomiendan que la enfermedad
metastdsica sea biopsiada al presentarse la primera recaida. Esto asegura la
confirmacién de la enfermedad metastasica y determina de forma precisa la
histologia tumoral, y permite la determinacién de biomarcadores y la seleccién de
un adecuado tratamiento. El panel recomienda el re-analisis de RE, RPg y HER2,
especialmente cuando estos eran desconocidos previamente, o cuando
inicialmente eran negativos.12

En la misma linea se pronuncian las guias de la European Society of Medical
Oncology, para las que debe llevarse a cabo una biopsia de una lesién metastdsica
si es de facil acceso para confirmar el diagndstico (preferiblemente proporcionando
tejido histoldgico), en particular cuando la metastasis se diagnostica por primera
vez. Cuando sea clinicamente factible, los biomarcadores (en particular RE, RPg y
HER2) deben ser re-evaluados al menos una vez en la enfermedad metastasica
(Nivel de evidencia: 1B). Las dificultades técnicas que afectan al examen del tejido
debido a la localizacidn de la metastasis (por ejemplo, el hueso) se deben discutir
con el patélogo de antemano.™

Un panel de expertos aleman planteaba la realizacidon de biopsias seriadas de tejido
tumoral para analizar con mayor profundidad la evolucién de los biomarcadores en
caso de resultados discordantes. Segun el grupo aleman también seria razonable
repetir una biopsia de la metdstasis en caso de una evolucidn atipica o
inesperada.”®
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8. CONCLUSIONES

Los resultados del estudio nos permiten extraer las siguientes conclusiones:
1. Respecto al objetivo principal:

a. Las conversiones en el estado de HER2 entre el tumor primario y sus
respectivas metastasis son infrecuentes (3% de todas las pacientes) cuando
se determinan en un laboratorio de gran experiencia prestando especial
atencion a las condiciones metodoldgicas.

b. El receptor HER2 permanece similarmente estable en todos los subtipos, sin
diferencias entre ellos (0% de conversiones en el subtipo HER2-positivo, 3%
en el subtipo RH-positivo y 6% en el subtipo triple negativo).

2. Respecto a los objetivos secundarios:

a. Las discordancias en el estado de los receptores hormonales RE y RPg entre
el tumor primario y sus correspondientes metastasis son relativamente
frecuentes (13% y 28% de las pacientes, respectivamente), a pesar de ser
determinados en un laboratorio de referencia.

b. Las discordancias de los receptores HER2, RE y RPg son sustancialmente
mayores cuando fueron analizados en sus propios laboratorios locales (16%,
21% vy 35%, respectivamente).

c. Nuestra tasa de discordancias esta en el rango esperable de la modesta
reproducibilidad técnica de los métodos de andlisis de los receptores y
ademds no parece haber una clara tendencia en el sentido de las
conversiones (de positivo a negativo o de negativo a positivo) para ninguno
de los tres biomarcadores, por lo que es posible que los errores en la
medicion de los receptores constituyan la principal fuente de discordancia.
No obstante, no se puede descartar que la heterogeneidad intratumoral del
tumor primario o verdaderos cambios bioldgicos a lo largo de la evolucién
del tumor sean responsables de al menos una parte de dichas discordancias.

d. El subtipo tumoral se mantuvo relativamente estable entre el tumor
primario y sus metastasis a pesar de las frecuentes discordancias,
modificandose en tan solo un 10% de las pacientes segun las
determinaciones del laboratorio central (y en un 26% de las pacientes segun
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las determinaciones de los laboratorios locales). Estos cambios de subtipo
son los que en realidad pueden influir en las decisiones terapéuticas.

. Larealizacion de la biopsia de las lesiones sospechosas de metastasis revela
un diagndstico inesperado como un segundo tumor maligno, o descarta un
diagndstico de malignidad en un pequefio (4%) pero clinicamente relevante
porcentaje de pacientes, y modifica el plan de tratamiento inicialmente
previsto en un 8% de todas las pacientes.

El plan terapéutico se modificd en solo un tercio de las pacientes que
cambiaron de subtipo tumoral, probablemente debido a la influencia de
otros factores en las decisiones terapéuticas y a la tendencia de los clinicos
a afhadir terapias dirigidas cuando se gana la expresidn de un receptor mas
gue a suspenderlas cuando se pierde su expresion.

. Hubo una considerable concordancia en la determinacion de HER2 y
también en la determinacién del RE en la metdstasis entre los laboratorios
locales y el central, comparable a la encontrada en otros grandes estudios
con analisis centralizado de los receptores. En cambio, la concordancia del
RE en el tumor primario y del RPg fueron subdptimas.

. No hemos identificado una seiial clara de que las conversiones de los
receptores se asocien a un peor prondstico. Es posible que el disefio
prospectivo de nuestro estudio haya influido en la adaptacién del
tratamiento de forma consecuente y por tanto en la respuesta al
tratamiento y en el prondstico de las pacientes.

Nuestro estudio apoya la actual recomendacién de biopsiar las lesiones
sospechosas de recidiva y especialmente al presentarse la primera recaida,
no solo para evitar un diagnodstico erréneo de recaida, sino porque ademas
puede identificar cambios en los biomarcadores con opciones terapéuticas
mas adaptadas al perfil biolégico actualizado de la enfermedad.

Finalmente, la mayor tasa de discordancias en los receptores y en el subtipo
tumoral observada en los laboratorios locales sugiere la necesidad de
implantar medidas destinadas a mejorar la calidad de las determinaciones
de biomarcadores con repercusion directa en las decisiones terapéuticas
(v.g., acreditaciones de los laboratorios, controles de calidad, centralizacidon
de los analisis de biomarcadores, etc.).
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10.1. Aprobacion por el CEIC de referencia

ANEXOS
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Consorcio Hospitalario
Provincial de Castellon

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Da EVA FELIP VICIANO, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica
del Consorcio Hospitalario Provincial de Castellon.

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado en fecha 30 de septiembre de 2009 la
propuesta del promotor Grupo Espafiol de Investigacion en Cancer de Mama
(GEICAM) , para que se realice el Estudio multicéntrico, prospectivo,
observacional y epidemioldgico, codigo VERT! GEIC 009-0.
titulado:

"Evaluacion del grado de conversion del receptor HER2 entre el cancer de mama
primario y sus metastasis” (Protocolo version final de 7 de agosto de 2009).
Investigador Principal y Coordinador: Dr. Eduardo Martinez de Duefas.

El Comité considera que el estudio se plantea siguiendo los requisitos del
Real Decreto 1344/2007, de 11de octubre que regula la farmacovigilancia
de medicamentos de uso humano y las normas que lo desarrolian y su
realizacion es pertinente.
Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del estudio en relacién con los
objetivos del mismo y estén justificados los riesgos y molestias previsibles para
el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios esperados.

El procedimiento para obtener el consentimiento informado, incluyendo la
hoja de informacién para los sujetos y el plan de reclutamiento de sujetos
previstos son adecuados, asi como las compensaciones previstas para los sujetos
por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

La capacidad del investigador y sus colaboradores y las instalaciones y
medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

El alcance de las compensaciones econoémicas previstas no interfiere con el
respeto a los postulados éticos.

Por tanto este Comité emite Informe Favorable y acepta que dicho estudio,
soa realizado en el Consorcio Hospitalario Provincial de Castellén por el Dr,
Eduardo Martinez de Duefias , del Servicio de Oncologia.

Fdo. Eva Felip Vi

a1/e1
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DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Da EVA FELIP VICIANO, Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica
del Consorcio Hospitalario Provincial de Castellén.

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado en fecha 4 de mayo de 2011, la enmienda
n® 1 version 1.0 de 30 de marzo de 2011, al protocolo cddigo:
CONVERTHER/GEICAM 2009-03
Titulado:

"Evaluacién del grado de conversién del receptor HER2 entre el cancer de mama
primario y sus metéstasis”

Propuesta del promotor GEICAM. Investigador Principal: Dr. Eduardo Martinez
de Dueiias.

El Comité considera que la enmienda del mencionado estudio cumple los
requisitos necesarios de idoneidad del mismo en relacion con sus objetivos vy
estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, teniendo en
cuenta los beneficios esperados.

El procedimiento para obtener el consentimiento informado, incluyendo la
hoja de informacién para los sujetos y el plan de reclutamiento de sujetos
previstos son adecuados.

La capacidad del investigador y sus colaboradores y las instalaciones y
medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el
respeto a los postulados éticos.

Por tanto este Comité acepta la enmienda a dicho estudio que sera
realizado en el Consorcio Hospitalario Provincial de Castellon el Dr. Eduardo
Martinez de Duefias del Servicio de Oncologia.

Lo que firmo en Castellén a 4 de mayo de 2011

Fdo. Eva Felip Viciano
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10.3. Hoja de informacion al paciente

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Titulo: “Evaluacion del grado de conversion del receptor HER2 entre el cancer de mama primario y sus
metastasis”.

Codigo: CONVERTHER/GEICAM 2009-03.
Version: Final, 7 de agosto de 2009.
Promotor: Grupo Espafiol de Investigacion en Cancer de Mama (GEICAM).

En el Servicio de Oncologia del CEeNtro...........c..iuiiiiii e se esta
realizando un estudio en el que se le invita a participar después de que haya leido la informacién que se le
facilita en estas paginas, y haya consultado y aclarado todas las dudas.

Pregunte a su médico cualquier duda, y solicitele cualquier aclaracion que considere necesaria, para que
pueda decidir de forma libre y con la informacion necesaria, si quiere o no participar en este estudio.

El cancer de mama constituye una de las patologias de mayor relevancia en la actualidad. Sin embargo, ciertos
aspectos de esta enfermedad tales como el desencadenamiento y regulacion del crecimiento del tumor no se
encuentran totalmente esclarecidos aun. En este sentido, se han identificado determinados componentes del
tumor tales como el llamado receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y los receptores
hormonales de estrogenos (RE) y progestagenos (RPg) que se encuentran involucrados en el mismo. Ademas, se
ha detectado que podrian producirse cambios en la expresion de HER2 y de los receptores de estrogenos y
progestagenos, pudiendo ocurrir que no exista expresion aumentada en el tumor primario y si en las metastasis,
o viceversa. Esta conversion, podria estar relacionada con la evolucion de la enfermedad, puesto que podria
asociarse al aumento de la agresividad del tumor e implicar una modificacion del tratamiento. Sin embargo, la
informacion disponible en la actualidad acerca de los pacientes con una modificacion de estos componentes
en el tumor primario y en las metéstasis es todavia limitada.

Para poder profundizar en este ambito del cancer de mama, se ha disefiado el presente estudio en el que le
proponemos participar.

Su médico le ha solicitado la realizacion de una biopsia de una lesién que le ha sido descubierta pero cuya
naturaleza debe ser aun aclarada, para descartar su posible relacion con el tumor de mama que se le
diagnostico con anterioridad.

Su participacion en el estudio consistiria en autorizar la obtencién de determinados datos clinicos de su historia
clinica y en autorizar el andlisis de una muestra sobrante de la lesion que le van a biopsiar junto a un
fragmento de su tumor de mama inicial en un laboratorio central para comprobar posibles cambios en los
receptores HER2, RE y RPg en la lesién biopsiada respecto al tumor de mama inicial. Los resultados de esta
investigacion podrian ayudarnos a esclarecer el proceso de cambio de esta activaciéon del receptor HER2 en el
tumor primario y en las metéstasis.

Pacientes participantes en el estudio
Se prevé una participacion de 175 pacientes en el estudio.
Procedimientos del estudio

La primera visita del estudio se denomina “Visita de registro” y coincidira con el seguimiento habitual que
realiza su médico. Esta visita serd la visita en la que acceda a participar en el estudio y en la que se
considerara como incluida en el mismo. Posteriormente, se realizaran las visitas de seguimiento. La primera de las
visitas de seguimiento se denominara “Visita de seguimiento 1” y sera realizada varias semanas después de su
inclusion en el estudio, tras la realizacién de la biopsia. Las visitas de seguimiento posteriores se llevaran a cabo
aproximadamente cada 6 meses, coincidiendo con el seguimiento habitual que realiza su médico y sera el mismo
que si no participara en el estudio.

La informacién necesaria para el estudio sera recogida de su historia clinica y de las entrevistas que mantenga
con su médico del estudio. Ademas, del remanente de la muestra del tumor primario y de la biopsia que se le
ha tomado en su centro como parte de su seguimiento habitual, se enviara una fraccion a un laboratorio central
(Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Clinico Universitario de Valencia, cuyos responsables seran los
patélogos OB y JF) para el andlisis de los receptores HER2 y de los receptores hormonales (de estrégenos y
progestagenos). Las muestras seran identificadas Gnicamente por un nimero (un nimero que sera asignado a
usted como identificador), no apareciendo datos personales suyos. Una vez analizadas, dichas muestras seran
devueltas a su centro. Tendra derecho a conocer los datos obtenidos de este andlisis centralizado de la
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muestra, si asi lo desea. En el caso de que existan posteriores recaidas locales y se proceda a la realizacion
de una biopsia de la lesiéon segln la practica clinica habitual de su centro, si el investigador lo considerara
oportuno, existira la posibilidad proceder del modo descrito anteriormente en el analisis del estado de los
receptores en la metastasis biopsiada.

Beneficios y riesgos de la participacion en el estudio

Usted sera tratado segun la practica clinica habitual de su médico. No existen beneficios especificos relacionados
con su participacion, ni tampoco tendré un riesgo adicional diferente al que de por si tiene con su enfermedad. El
beneficio del estudio proviene de la obtencion de datos que completaran el conocimiento de la enfermedad. Hecho
que podra ser usado, por la comunidad cientifica y médica, para establecer nuevas investigaciones y medidas
terapéuticas, que redundara, finalmente, en una mejora asistencial de los pacientes con cancer de mama.

Caracter voluntario de la participacién
Si decide participar en este estudio se le pedira que firme un formulario de consentimiento escrito.

Si después de pensarlo, decide no participar en el estudio, 0 una vez que esta participando posteriormente
cambia de idea, por favor, informe a su médico. Es usted quien tiene que tomar libremente la decision de
participar o no, y su médico no tomaré partido respecto a la decisién que tome, ni juzgara su decision. Si elige no
participar o abandonar el estudio después de decidir su participacion (incluida la posibilidad de la destruccion o
de anonimizacién de las muestras, y de que efectos no se extiendan a los datos resultantes de las investigaciones
que ya se hayan llevado a cabo), no tendra que explicar los motivos que le han llevado a tomar esa decision,
y se le ofrecera el tratamiento que su médico piense que se adecua mejor y la misma calidad asistencial.

Su participacion, por tanto, es de caracter voluntario y si decide retirarse del estudio no se alterara su relacion
con los médicos, ni se producira ningin perjuicio en su seguimiento clinico ni en su tratamiento.

También el promotor podra terminar el estudio, durante el desarrollo del mismo.
Confidencialidad de los datos personales

Toda la informacion relativa al paciente seréa tratada de forma estrictamente confidencial. El paciente s6lo sera
identificado por un nimero. El tratamiento de los datos de caracter personal requeridos en este ensayo se rige por
la Ley Organica 15/1999. De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer el
derecho de acceso, modificaciéon, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico
del estudio. La informacion obtenida de este estudio no podra ser revelada a ninguna persona sin su
consentimiento por escrito, excepto a su médico o sus colaboradores, al promotor del estudio o sus
representantes, a los Comités Eticos de Investigacion Clinica de los hospitales donde se esté realizando el
estudio y, en el caso de que se requiera, a las autoridades competentes de las Comunidades Auténomas.

Los expertos autorizados del promotor podran supervisar la realizacion del estudio a través de la denominada
monitorizaciébn o auditoria, para que puedan confirmar que la informacién recogida durante el estudio es
exacta. Estos expertos, asi como los miembros de las autoridades, tienen el derecho de inspeccionar los datos
médicos originales (historia médica, datos de laboratorio, etc.) del paciente. Pero siempre se mantendra la
confidencialidad de los datos segun la legislacion vigente.

En la préctica, la transmision de la informacion se hara de forma que no permita identificar al paciente. El
médico y sus colaboradores en el estudio transmitiran la informacién a la compafiia Dynamic Solutions S.L.,
propietaria del fichero de datos registrado en la Agencia de Proteccion de Datos, y al promotor del mismo. Los
datos seran finalmente registrados en la base de datos central seran propiedad del promotor. Es posible que
esta informacién se transmita a paises que carezcan de leyes similares a las nuestras para proteger la
informacion, sin embargo, el promotor pondréa todos los medios para preservar la confidencialidad de los datos.
Los resultados obtenidos en este estudio se usaran para presentaciones o publicaciones cientificas. En el caso de
que los resultados de este estudio se publicasen, el nombre del paciente no sera nunca mencionado. En dichas
publicaciones o presentaciones se mantendra la confidencialidad de los datos, de acuerdo con la Ley Organica
de proteccién de datos de caracter personal 15/1999, de 13 de diciembre.

Debe saber que este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico y que se realizara cumpliendo la legislacion
europea y espanola vigente para este tipo de estudios.

Persona de contacto.
Durante todo el estudio podra formular cualquier pregunta que tenga. Si tiene algun problema o méas preguntas
sobre el estudio, péngase en contacto con la persona indicada a continuacion:
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10.4. Consentimiento informado

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo: “Evaluacion del grado de conversion del receptor HER2 entre el cancer de mama primario y sus
metastasis”.

Codigo: CONVERTHER/GEICAM 2009-03.
Version: Final, 7 de agosto de 2009.
Promotor: Grupo Espafiol de Investigacion en Cancer de Mama (GEICAM).

(nombre y apellidos del paciente)
ha recibido la informacion contenida en la hoja de informacion al paciente sobre el estudio titulado “Evaluacion
del grado de conversion del receptor HER2 entre el cancer de mama primario y sus metastasis”.
e He podido hacer preguntas sobre el estudio.
e He recibido suficiente informacién sobre el estudio.
e  Hehablado CON €I AOCION. .. ... et

Comprendo que mi decision sobre la participacion en el estudio es voluntaria. Comprendo que puedo retirarme
del estudio:

e  Cuando quiera.
e Sin tener que dar explicaciones.

e  Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Entiendo que, al acceder a participar en este estudio, consiento en la recogida, tratamiento, cesiéon y transferencia
(si procede) de mis datos personales, con respeto del anonimato para fines de atencion sanitaria y/o investigacion
médica.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y que mis datos puedan ser utilizados con fines
de investigacion.

Recibiré una copia firmada de la hoja de informacion y del consentimiento informado.

Nombre y apellidos del paciente (en mayusculas)

i
Firma del paciente: Fecha
Nombre y apellidos del investigador (en mayusculas)

i
Firma del investigador Fecha
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGOS

Titulo: “Evaluacion del grado de conversion del receptor HER2 entre el cancer de mama primario y sus
metastasis”.

Codigo: CONVERTHER/GEICAM 2009-03.
Version: Final, 7 de agosto de 2009.
Promotor: Grupo Espafiol de Investigacion en Cancer de Mama (GEICAM).

CONFIrMO QUE €I PACIENTE ... ettt ettt ettt et e et et eesae e e reeatee e
(nombre y apellidos del paciente)

ha recibido la informacion contenida en la hoja de informacion al paciente sobre el estudio titulado “Evaluacion
del grado de conversion del receptor HER2 entre el cancer de mama primario y sus metastasis”.

e  Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.
e  Ha recibido suficiente informacion sobre el estudio.

LI = P g T=1o] = To o X oo =1 [ (o] (o PN

Comprende que su decisién sobre la participacion en el estudio es voluntaria. Comprende que puede retirarse del
estudio:

e  Cuando quiera.
e  Sin tener que dar explicaciones.

e Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Entiende que, al acceder a participar en este estudio, consiente en la recogida, tratamiento, cesiéon y transferencia
(si procede) de sus datos personales, con respeto del anonimato para fines de atencion sanitaria y/o investigacion
médica.

Presta libremente su conformidad para participar en el estudio y que sus datos puedan ser utilizados con fines
de investigacion.

Recibira una copia firmada de la hoja de informacion y del consentimiento informado.

Nombre y apellidos del testigo imparcial (en mayusculas)

Firma del testigo imparcial Fecha

Nombre y apellidos del investigador (en mayusculas)

Firma del investigador Fecha
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10.5. Publicacion

El estudio CONVERTHER en que se ha basado la presente tesis fue publicado en
Breast Cancer Research and Treatment en 2014.

Breast Cancer Res Treat (2014) 143:507-515
DOI 10.1007/s10549-013-2825-2
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Abstract The objective of this study was to determine the
conversion rate of human epidermal growth factor receptor 2
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(PR) between primary tumors and metastatic lesions in
advanced breast cancer. Patients with suspected diagnosis of
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appropriately preserved sample from a primary tumor and
were scheduled for a biopsy of the recurrent lesion, were
included. Blinded determinations of receptor status on
paired samples were performed by immunohistochemistry
and fluorescence in situ hybridization at a central laboratory
and compared with those performed locally. Overall, 196
patients were included and 184 patients were considered
evaluable. Reasons for non-evaluability included the
inability to perform biopsy (n = 4) or biopsy results show-
ing normal tissue (n = 3), benign disease (n = 3) or a
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