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Resumen

Objetivo: Examinar la respuesta patoldgica completa (RPc) en los subtipos moleculares en pacientes con cdncer de mama
localmente avanzado (CMLA) tras recibir quimioterapia neoadyuvante (QN) con epirubicina y docetaxel (E-D) secuencial y
examinar su relevancia prondstica. Pacientes y métodos: Estudio longitudinal retrospectivo de 126 pacientes con cancer
de mama estadio Ill. Los cinco subtipos moleculares fueron identificados por biomarcadores de inmunohistoquimica (IHQ).
Posteriormente a la QN se realizd cirugia y radioterapia. Resultados: Existen diferencias en las respuestas a la QN. Se
observd que la tasa de RPc fue superior en las pacientes con tumores que sobreexpresan el HER2: HER2+ (41.7%) y lu-
minal BIHER2+ (LB/HER2: 38.5%). Los subtipos luminal A (LA) y triple negativo (TN) tuvieron una RPc semejante (29%). La
RPc no parece ser un marcador de la supervivencia global (SG) en los tumores LB/HER2- y LB/HER2+. Los subtipos LA y
TN tuvieron una mejor tasa de SG a cinco afnos (100% ambos) y no se observo una ventaja significativa entre estos tumores
(p = 0.148). Las pacientes con tumor residual tuvieron el peor prondstico en términos de SG, sobre todo los tumores LB/
HER2- y LB/HER2+ (50% ambos) y HER2 (25%). Conclusiones: El estudio confirma que la RPc fue el factor prondstico
favorable en la SG en tres subtipos moleculares. Existen diferencias en la RPc entre el grupo RE positivo frente al grupo
RE negativo, lo que sugiere que los mecanismos moleculares de susceptibilidad a la QN varian entre estos dos grupos.

Palabras clave: Quimioterapia neoadyuvante. Inmunohistoquimica. Subtipo molecular. Cancer de mama avanzado. Docetaxel.
Epirubicina.

Molecular subtypes in advanced breast cancer respond differently to neoadjuvant
chemotherapy: evaluation of the complete pathological response and prognosis

Abstract

Objetive: To examine the pathological complete response (pCR) in the molecular subtypes in patients with locally advanced
breast cancer after receiving neoadjuvant chemotherapy (NC) with epirubicin and sequential docetaxel (E-D) and examining
their prognostic relevance. Patients and methods: Retrospective longitudinal study of 126 patients with stage Ill breast
cancer. The five molecular subtypes were identified by immunohistochemistry biomarkers. After NC, surgery was performed,
and radiotherapy was administered. Results: There are differences in response to NC, pCR rate was superior in the patients
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in tumors with HER2 overexpression: HER2+ (41.7%) and luminal BIHER2 (LB/HER2: 38.5%). Luminal A (LA) and triple ne-
gative (TN) subtypes had a similar pCR (29%). The pCR does not appear to be a marker of overall survival (OS) in LB/
HER2- and LB/HER2+ tumors. The LA and TN population had a better 5-year rate in OS (100% both); it was not observed a
significant advantage among these tumors (p = 0.148). The patients with residual tumor had the worst prognosis in terms of
OS, especially the LB/IHER2- y BIHER2+ (50% both) and HER2 (25%) tumors. Conclusions: The study confirms that pCR
was the favorable prognostic factor in OS in three molecular subtypes. There are differences in the pCR between the
ER-positive group versus the ER-negative group, suggesting that the molecular mechanisms of susceptibility to NC vary
between these two groups.

Key words: Neoadjuvant chemotherapy. Immunohistochemistry. Molecular subtype. Locally advanced breast cancer. Docetaxel.

Epirubicin.

Introduccion

La QN es la opcidn primaria para tratar el cancer de
mama avanzado (etapa IIB/Ill). Hoy en dia, el uso si-
multédneo o secuencial de antracilinas mas taxanos son
aceptados por ser més eficaces'®. La tasa de respues-
ta clinica completa y parcial es mayor al 70% y la RPc
es menor (20 al 38%) segun el esquema terapéutico de
antraciclinas y taxanos'®; la RPc se asocia con buenos
resultados a largo plazo en la supervivencia®35-8,

El examen histopatoldgico de la respuesta tumoral
posquimioterapia es necesario para evaluar los cam-
bios en la mama y en los ganglios linfaticos (GL)*'" y
los diferentes sistemas de clasificacion pueden evaluar
la respuesta al tratamiento”®.

Los factores pronosticos y predictores de las pacien-
tes con cancer de mama son ampliamente utilizados
en el prondstico y evaluacion del tratamiento apropia-
do®'°. Los carcinomas de mama expresan distintos
genes, por lo que pueden ser clasificados mediante
pruebas gendmicas, que nos permiten definir una me-
jor clasificacion, un prondstico mas preciso y una tera-
pia mas adecuada con base individual'®-'3.

La clasificacién molecular es posible realizarla del
material embebido de parafina con una metodologia
més accesible como es la tincién de IHQ con un panel
de marcadores bioldgicos tradicionales como el recep-
tor de estrégeno (RE), el receptor de progesterona
(RPg), el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmi-
co humano (HER2) y el Ki-67, que permiten definir y
discriminar los subtipos moleculares”'%-'". El estudio de
IHQ es suficiente y reproducible como un sustituto del
estudio gendémico.

La expresion del receptor hormonal (RH) y del HER2
puede estar presente, definido como positivo (+) 0 au-
sente, definido como negativo (-). La combinacion de
estos biomarcadores constituye una mezcla de tumo-
res biolégicamente heterogéneos (RH+/HER2-, RH+/
HER2+, RH-/HER2+ y RH-/HER2-) con diferencias en
el tratamiento y en el prondstico”'%"°,

El subtipo luminal B/HER negativo representa una
entidad intermedia en los tumores luminales”''°, La
subclasificacion de los carcinomas luminales puede
ser posible usando el indice de proliferacion de
Ki-67'5"°y la cuenta mitética'®2°.

Este reporte identifica la incidencia de RPc, el valor
predictivo y prondstico de cada subtipo molecular en
las pacientes con CMLA que fueron tratadas con QN
a base de E-D secuencial.

Pacientes y métodos

Seleccion de las pacientes

Esta investigacion retrospectiva longitudinal se llevd
a cabo de enero de 2009 a diciembre de 2015 en la
Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital de
Ginecologia y Obstetricia N.° 3, Centro Médico Nacio-
nal La Raza, Instituto Mexicano del Seguro Social.

Se incluyd a 126 pacientes menores de 75 afnos, con
diagndstico de tumor clinico (cT) en etapa avanzada
(cT3-T4a-c y cT2, N1-2) y carcinoma inflamatorio (cT4d)
sin evidencia de metastasis a distancia.

Las pacientes elegibles complementaron su evalua-
cién con métodos de imagen del tumor primario (mas-
tografia y/o ultrasonido) y de sitios potencialmente me-
tastasicos (radiografia de térax, gammagrama 6seo y
ultrasonido hepatico). El diagnostico histoldgico de car-
cinoma infiltrante fue confirmado del tejido obtenido
mediante biopsia percutanea con aguja de corte grue-
S0 0 por biopsia incisional abierta.

El estudio de IHQ de los biomarcadores RE, RPg y
HER2 fue posible en todos los casos; en la mayor parte
de las ocasiones se realizaron previamente a la QN. Los
RE y RPg se consideraron positivos si las células tumo-
rales se tefian en al menos un 1%. EIHER2 se considero
positivo con puntuacion de 3+ y en caso de expresion
ambigua (puntuacion 2+) se utilizé el método de hibrida-
cion in situ cromogénica con resultado positivo.



N. Ramirez-Torres, et al: Subtipos moleculares en cancer de mama avanzado y quimioterapia neoadyuvante

Se realizé un panel de IHQ para identificar los mar-
cadores bioldgicos obtenidos del tumor primario en los
cortes de tejido embebido de parafina. Se utilizaron
anticuerpos primarios monoclonales para RE (clona
1D5) y RPg (clona RBT22). Los anticuerpos policlona-
les se usaron para HER2 (clona HER-2), todos los
marcadores fueron marca DAKO. Los estudios de IHQ
de las pacientes con CMLA revelan la expresion de
determinadas proteinas en las células tumorales, por
lo que se puede considerar un reflejo de la biologia
molecular tumoral y es una alternativa a los estudios
gendmicos costosos.

Tratamiento oncoldégico

Las pacientes recibieron QN con E-D secuencial con
dosis estandar. Tras complementar un minimo de seis
ciclos y un maximo de ocho ciclos de quimioterapia se
realizé mastectomia total con diseccion axilar. Los de-
talles del esquema de quimioterapia y cirugia se des-
criben en estudio previo®. La radioterapia se recomen-
do a todas las pacientes con diagndstico inicial del
tumor y/o ganglio clinico (cN): ¢T3, cT4, cN2 y cN3.

Las pacientes con RE+ y/o RPg+ por IHQ recibieron
tratamiento hormonal durante cinco afos. Las pacien-
tes con tumores HER2+ no recibieron trastuzumab si-
multaneo durante el periodo de aplicacion de la QN.
No recibieron quimioterapia adyuvante sin importar la
respuesta patoldgica posquimioterapia, excepto los ca-
sos con recidiva poscirugia.

Definicion de la respuesta patologica

Los criterios de estadificacion clinica y del estadio
“y” postratamiento fueron obtenidos del manual del
American Joint Committee on Cancer, 62 edicion®'. La
RPc posquimioterapia se define como la ausencia de
células malignas invasoras tanto en la mama como en
los GL axilares. El carcinoma in situ (ypTis) residual
posquimioterapia se permitid solamente en la mama.
Pacientes con focos tumorales en los GL no fueron
incluidos como respuesta completa. Nuestros datos se
basan en la definicion de RPc (ypT0/is ypNO) usada
por varios grupos oncoldgicos: MD Anderson Cancer
Center, Austrian Breast and Colorectal Study y Neo-
Breast International’.

La histologia y el grado fueron revaluados. Las ca-
racteristcas morfoldgicas de los tumores fueron eva-
luados por patélogos expertos del hospital: tipo y grado
histoldgico, invasidn linfovascular (ILV), tumor patoldgi-
co y ganglio patoldgico (pN). El estudio de IHQ fue

realizado por patélogos de un mismo laboratorio exter-
no para asegurar la reproduccion de los resultados del
RE, RPg y HER2.

Definicion del subtipo molecular

La clasificacion molecular establecida en St. Gallen
(2011) recomienda utilizar cinco categorias. La inclu-
sion de la categoria o clase luminal B/HER2- fue defi-
nida como carcinoma con RE+ y RPg+, indice alto de
Ki-67 y HER2-"7,

Debido a la falta de informacion en nuestro estudio
de Ki-67 y de otros biomarcadores (e-cadherina,
EFGR, CK5, CK6 y CK14) usamos los tres biomarca-
dores basicos por IHQ (RE, RPg y HER2) asociados
al grado (que determina la proliferacion celular) como
lo propone el estudio de von Minckwitz’:

— Luminal A (LA): tumores con RE positivo y/o RPg

positivo, HER2 negativo, grado 1 o0 2.

— Luminal B/HER2 negativo (LB/HER2-): tumores con

RE positivo y/o RPg positivo, HER2 negativo, grado 3.
— Luminal B/HER2 positivo (LB/HER2+): tumores con

RE positivo y/o RPg positivo, HER2 positivo, todos

los grados.

HER2 positivo (HER2+): tumores con RE negativo,
RPg negativo, HER2 positivo, todos los grados.

Triple Negativo (TN): tumores con RE negativo, RPg
negativo, HER2 negativo, todos los grados. El tumor
TN también es conocido como fenotipo basal®>22,

Analisis estadistico

El objetivo principal fue evaluar la utilidad de la cla-
sificacion molecular definida por IHQ como un marca-
dor predictivo de la incidencia de RPc (en la mama y
en los GL) en una cohorte de pacientes con CMLA que
fueron tratadas con QN a base de E-D secuencial.

En el segundo objetivo, evaluamos el impacto pronds-
tico en los cinco subtipos del CMLA en la supervivencia
libre de enfermedad (SLE) y SG a cinco afos en quienes
obtuvieron una RPc o tumor residual posterior a la QN.

Las variables categdricas clinicas y patoldgicas ba-
sales en la poblacion de estudio fueron evaluadas me-
diante la prueba de chi cuadrada. Los nimeros peque-
fios en las variables categodricas (p. ej., subtipo, RPc)
fueron analizados con la prueba exacta de Fisher. El
tamafio del tumor inicial (cm) y tumor final (cm) posqui-
mioterapia fueron evaluados como variables continuas
mediante la prueba de Kruskal Wallis.

Para estimar la magnitud y precisién de la asociacion
de los subtipos moleculares con las caracteristicas
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clinicopatoldgicas se utilizd un modelo de regresion
logistica. Se emplearon los subtipos moleculares como
variables de resultado y las exposiciones como varia-
bles explicativas. Los resultados fueron expresados en
odds ratio (OR) con sus intervalos de confianza (IC)
del 95%. En los modelos logisticos, para probar el so-
breajuste se realizd la prueba de bondad de ajuste de
Hosmer-Lemeshow, el cual no revel6 evidencia signifi-
cativa de falta de ajuste.

El método limite de producto de Kaplan-Meier®* se
usé para estimar la funcién de supervivencia (SLE y
SG) y las pruebas de log-rank se llevaron a cabo para
comparar las diferencias observadas en la RPc de
cada subtipo molecular.

La SLE corresponde al tiempo medido a partir de la
fecha de cirugia hasta la fecha de la primera recidiva
(registrada por clinica y/o por método de imagen), se-
gunda neoplasia maligna o fecha de muerte por cual-
quier causa. Los siguientes eventos fueron considera-
dos en la SLE: recidiva local, regional y metastasis a
distancia. El cancer de mama contralateral se conside-
r6 como recidiva a distancia.

La SG corresponde al tiempo medido a partir de la
fecha de inicio de quimioterapia hasta la fecha de
muerte por cualquier causa o Ultima visita. Desde su
ingreso se tuvo seguimiento de todos los casos a lo
largo de los afos en los diferentes subtipos indepen-
dientemente de la proporcion de pacientes. Este infor-
me tomd como referencia cinco afnos en porcentajes
para facilitar la interpretacion en las tasas de
supervivencia.

El método de riesgos proporcionales de Cox?® se
llevé cabo para estimar la hazard ratio (HR) con sus
IC del 95% de aquellos factores que potencialmente
podrian modificar la supervivencia. Las diferencias en
el resultado del tiempo hasta el evento fueron compa-
radas usando las pruebas de log-rank.

Se construyeron modelos multivariantes de Cox para
evaluar el impacto prondstico en los diferentes subtipos
moleculares (LA, LB/HER2-, LB/HER+, HER2, TN)
ajustado a las principales caracteristicas clinicopatolo-
gicas: edad (< 50 afios vs. > 50 afios), estadio clinico
(IMA vs. lIB-C), grado (G1-2 vs. G3) y pN (pNO-pN1 vs.
pN2-pN3).

Todos los tests utilizados fueron bilaterales y los va-
lores de p < 0.05 o los IC 95% que no contuvieran el
valor 1 se consideraron estadisticamente significativos.
La base de datos y los analisis estadisticos se realiza-
ron usando el programa estadistico SPSS version 15
(SPSS Inc., Chicago, IL).

Tabla 1. Caracteristicas basales

Edad

< 50 afios 65 (51.6)

> 50 afios 61 (48.4)
Tumor clinico (cT)

cT2-3 67 (53.2)

cT4 59 (46.8)
Ganglio clinico (cN)

cN1 56 (44.4)

cN2 70 (55.6)
Etapa clinica (clll)

clllA 67 (53.2)

clliB 59 (46.8)
Grado histoldgico

Grado 2 78 (61.9)

Grado 3 48 (38.1)
RE por IHQ

Positivo 83 (65.9)

Negativo 43 (34.1)
RPg por IHQ

Positivo 64 (50.8)

Negativo 62 (49.2)
HER2 por IHQ

Negativo 101 (80.2)

Positivo 25 (19.8)

RE: receptor de estrégeno; RPg: receptor de progesterona; HER2: receptor 2 del
factor epidérmico de crecimiento humano.

Resultados

Caracteristicas clinicas y patologicas de la
poblacion

Se evaluaron 126 pacientes con CMLA (todas en
estadio lll). Para el grupo entero, la mediana de edad
al momento del diagndstico fue de 50 afios (limites, 27
a 75 afios). El mayor didmetro mediano de los tumores
previo a la QN correspondid a los subtipos LB/
HER- (8.5 cm) y LB/HER2+ (8 cm) (Fig. 1A). El efecto
de la QN sobre el tumor presentd una mejor respuesta
en los subtipos LA y HER2, con un registro del diame-
tro mediano del tumor final de 1.5 cm y 0.2 cm, res-
pectivamente (Fig. 1B).

La distribuciéon de los datos clinicos y patoldgicos
basales se resumen en la tabla 1. La mayoria de los
casos tuvieron tumores estadio IlIA (53.2%), grado
2 (61.9%) y enfermedad ganglionar clinica categoria
cN2 (55.6%), en todos los subtipos predomind el gan-
glio cN2 previo a la QN con alto porcentaje (41.2 a
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Figura 1. A: Los tumores de mayor tamafio mediano al momento del diagndstico fueron los tumores LB (8.5 cm) y
LB/HER2+ (8.3 cm) previamente a la QN. B: Tamafio final mediano de los tumores. Los tumores LA (1.5 cm) y
HER2 (0.2 cm) mostraron mejor tendencia de regresion tumoral posterior al tratamiento.

LA: luminal A; LB: luminal B/HER2 negativo; LB/HER2: luminal B/HER2 positivo; HER2: receptor 2 del factor de

crecimiento epidérmico humano; TN: triple negativo.
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Figura 2. Distribucion de la histogénesis de los carcinomas
en los subtipos moleculares. El carcinoma lobular
predominé en el subtipo LA (n = 31) y el carcinoma ductal
en cuatro subtipos, particularmente en los TN (n = 23).
Ca: carcinoma; LA: luminal A; LB: luminal B/HER2 negativo;
LB/HER2: luminal B/HER2 positivo; HER2: receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano; TN: triple
negativo.

69.2%). La sobreexpresion del HER2 estuvo presente
en 25 casos (19.8%) y 83 casos (65.9%) expresaron
enfermedad RE+.

El carcinoma ductal (57.1%) fue la histologia domi-
nante, un subgrupo menor tenia carcinomas lobulares,
estos fueron encontrados comunmente en los LA
(n=31) y TN (n = 5). Los casos mas frecuentes fueron
los tumores LA (n = 51) y los TN (n = 31) (Fig. 2).

Correlacion de la RPc con los subtipos
moleculares

Tras recibir E-D secuencial, evaluamos la respuesta
a la QN vy la distribucion de la RPc en las pacientes
con CMLA en los cinco subtipos moleculares. Se ob-
servaron diferencias en las tasas de la RPc en cada
subtipo (p = 0.743) (Tabla 2).

Los subtipos con fenotipo HER2+, no obstante el
RH, se asociaron con la tasa mas alta de RPc: HER2+
con 41.7% (IC 95%: 13.2-70.1) y LB/HER2+ con 38.5%
(IC 95%: 11.5-65.4). Los subtipos TN y LA tuvieron una
tasa de RPc semejante (29%). La tasa mas baja de
RPc se present6 en los LB/HER2- en 21.1% (IC 95%:
2.3-39.8). Quienes presentaron mayor tasa de tumor
residual posquimioterapia fueron las pacientes con tu-
mores LB/HER2- (78.9%), LA (70.6%) y TN (71%)
(Tabla 2a).

También comparamos subtipo por subtipo segun la
respuesta (RPc vs. no RPc) y no encontramos diferen-
cias significativas en cada una de las comparaciones
correspondientes. La mayor diferencia sin ser signifi-
cativa (p = 0.218) se observd entre los subtipos LB/
HER2- y HER2+ (Tabla 2b).

Los OR de los subtipos moleculares

Los OR de los subtipos y su interaccién con las ca-
racteristicas clinicas y patoldgicas de las pacientes con
carcinomas en etapa avanzada se muestran en la
tabla 3. El subtipo LA fue el grupo referente. Los
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tumores LB/HER2- tuvieron un 30% de probabilidad
(odds) de asociarse a pacientes de mayor edad (> 50
afhos) y aquellas con edad menor (< 50 afios) tuvieron
més probabilidad de asociarse a tumores TN y LB/
HER2+ (en 40% y 20%, respectivamente).

Por su gran actividad proliferativa, cuatro subtipos
(LB/HER2-, LB/HER2+, HER2+ y TN) tenian mas pro-
babilidad de tener una histogénesis ductal, que fue mas
evidente en los LB/HER2- y LB/HER2+ seguido de los
TN (OR de 13.1, 8.5 y 8, respectivamente) (Tabla 3).
Las pacientes con tumores LA tuvieron mas probabili-
dad de tener una histogénesis lobular (v. Fig. 2).

La probabilidad de ser tumores cT4 la experimenta-
ron particularmente los tumores de alto riesgo: HER2,
LB/HER2- y TN (OR de 4.2, 3.5 y 2.2, respectivamen-
te), mientras que los casos LA eran mas propensos a
ser de menor tamafio y grado 2. Las odds de enferme-
dad ganglionar cN2 fueron de 3.6 y 1.1 veces mayores
que si fuese enfermedad ganglionar cN1 en las pacien-
tes con tumores HER2 y LB/HER2-, respectivamente.

Los tumores LB/HER2- y HER2+ se caracterizaron
por ser poco diferenciados (OR de 48 y 10.4, respec-
tivamente) en comparacion con los otros subtipos. La
presencia de ILV extensa fue significativamente supe-
rior solo en los LB/HER2- (OR: 4.4, p = 0.009), que esta
en relacion al tumor poco diferenciado. El andlisis del
RE, RPg y HER2 no se determind, ya que estos se
utilizaron para definir a los subtipos.

Supervivencia de los subtipos de acuerdo
con la RPc

El andlisis de las curvas de Kaplan-Meier reveld que
hubo diferencias significativas en la SLE a cinco afos
en todos los subtipos al comparar las pacientes con RPc
con aquellas con tumor residual. Al comparar por subti-
po, la significancia prondstica en la SLE fue mejor en
las pacientes con RPc con tumores LA (100%, p = 0.021)
y TN (100%, p = 0.023) que en aquellas con tumores
HER2 (80%, p = 0.021), LB/HER2+ (67%, p = 0.022) y
LB/HER2- (25%, p = 0.034) (Figs. 3 A-E).

Tras evaluar las curvas de Kaplan-Meier en la SG a
cinco anos, el efecto de la RPc en la SG solo fue sig-
nificativo en las pacientes con tumores HER2 (80%,
p = 0.048). Aunque las pacientes con tumores LAy TN
mostraron una tasa superior en la SG a cinco afos
(100%, ambos), las diferencias estadisticas fueron limi-
trofe para los LA (p = 0.052) y no significativa (p = 0.065)
para los TN (Figs. 4 A-E).

Al comparar la RPc entre la poblacion LAy TN en
términos de SG, no se observd una ventaja significativa

entre estos tumores (p = 0.148). En cambio, del grupo
RPc quienes tenian tumores LB/HER2- y LB/HER2+
experimentaron la peor SG (50% ambos).

Las pacientes con tumor residual tuvieron tasas re-
ducidas en la SG en todos los subtipos y el peor pro-
nostico ocurrié particularmente en las pacientes con
tumores que sobreexpresan HER2: LB/HER2+ (50%) y
HER2+ (25%) (v. Figs. 4 A-E).

Influencia prondstica del estado
ganglionar patolégico

La mediana del nimero de pN positivos posterior a
la QN fue de 0 (limites, 0 a 17). Al estratificar el estado
de los pN posquimioterapia, la ocurrencia de pN axila-
res negativos tras el efecto de la QN la experimentaron
dos subtipos: LA (56.8%) y TN (51.6%). Los subtipos
LB/HER2- y LB/HER2+, ademas del HER2+, tuvieron
la mayor prevalencia de enfermedad ganglionar resi-
dual (57.9%, 53.8% vy 58.3%, respectivamente)
(Tabla 4a).

La influencia prondstica de los pN en la SG es dife-
rente en cada subtipo, las pacientes con pN negativos
tuvieron un incremento en la SG a cinco afos, excepto
en los casos LB/HER2-, donde los grupos pNO y pN >
4 tuvieron SG semejante (53% y 50%, respectivamen-
te); la mayor diferencia en la SG con pN negativos
ocurrié en los casos LAy TN (100% ambos) frente a
los casos LB/HER2- (53.6%) y LB/HER2+ (66.7%)
(Tabla 4b).

Las pacientes del estrato pN > 4 (ypN2-3) tuvieron
el peor prondstico en la SG en todos los subtipos. So-
bre todo, los subtipos LB/HER2+, TN y HER2+ experi-
mentaron una tasa reducida en la SG a cinco afos
(0%, 18% y 40%, respectivamente) en comparacién a
los casos LA y LB/HER2- (50% ambos) (v. Tabla 4b).

Analisis multivariante de los subtipos
moleculares

En la construccion de modelos multivariantes de Cox
no incorporamos a las variables RE, RPg y HER2, ya
que definen a los subtipos moleculares. El tamafio del
tumor y ganglio no fueron incluidos para evitar la coli-
nealidad con la etapa. Solo la etapa y los pN fueron
predictores independientes de mal prondstico en la SG.

El principal predictor independiente fue el pN resi-
dual (> 4), al mostrar el peor prondstico en todos los
subtipos. Los tumores HER2+ y TN tuvieron un incre-
mento en el riesgo de muerte en 3.5 (p = 0.010) y 3.4
(p = 0.012) veces, el HR es tan alto como en los
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Figura 4. Diferencias en la SG segin la RPc asociado al subtipo molecular en pacientes con cancer de mama avanzado:
(A) luminal A; (B) luminal B; (C) luminal B/HER2; (D) HER2 positivo y (E) triple negativo.
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Tabla 2. Correlacion de la respuesta patoldgica posquimioterapia con la clasificacién molecular

Respuesta patolédgica
posquimioterapia

Subtipo molecular 1C 95% 1C 95%

Luminal A 36 (70.6) 57.8-83.3 15 (29.4) 16.7-42.2
Luminal B/ HER2- 15 (78.9) 60.2-97.7 4(21.1) 2.3-39.8
Luminal B/ HER2+ 8 (61.5) 34.6-88.5 5 (38.5) 11.5-65.4
HER2 positivo 7 (58.3) 29.9-86.8 5 (41.7) 13.2-70.1
Triple negativo 22 (71.0) 54.7-87.3 9(29.0) 12.7-45.3
subtipos moleculares

Luminal A vs. luminal B/HER- 0.484

Luminal A vs. luminal B/HER2+ 0.529

Luminal A vs. HER2+ 0.411

Luminal A vs. triple negativo 0.970

LB/ HER2- vs. LB/HER2+ 0.282

LB/ HER2- vs. HER2+ 0.218

LB/ HER2- vs. triple negativo 0.532

Luminal B/HER2+ vs. HER2+ 0.870

Luminal B/HER2+ vs. triple negativo 0.540

HER2+ vs. triple negativo 0.427

RPc: respuesta patolégica completa; LB: Luminal B.

Tabla 3. Odds ratios y caracteristicas clinicopatologicas por subtipo molecular (n = 126)

N

Edad (afios):

<50 vs. > 50 1 1.3 0.607 0.8 0.756 0.9 0.951 0.6 0.281
Tumor clinico:

T2-3 vs. T4 1 45 0.008 1.6 0.440 5.2 0.016 3.2 0.015
Ganglio clinico:

N1 vs N2-3 1 2.1 0.166 1.8 0.344 4.6 0.034 1.8 0.170
Grado tumoral:

G2 vs. G3 1 48.0 0.000 1.0 0.927 10.4 0.003 15 0.299
Carcinoma:

Lobular vs. ductal 1 13.1 0.001 8.5 0.009 4.6 0.034 8.0 0.000
Invasién LV:

No vs. Si 1 44 0.009 1.4 0.592 0.6 0.609 1.1 0.816

*0R: ajustada por edad, tumor, ganglio, grado, carcinoma e invasion LV.
LA: luminal A; LB: luminal B/HER2 negativo; LB/HER2: luminal B/HER2 positivo; HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; TN: triple negativo;
Ref.: referencia; OR: odds ratio; LV: linfovascular;
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Tabla 4. Correlacion de la clasificacion molecular con los pN y supervivencia correspondiente

Subtipo molecular

Estrato por pN

n = 51 (%)
ypNoO: 0 29 (56.8) 8 (42.1)
ypN1: 1-3 11 (21.6) 3(15.8)
ypN2-3: > 4 11 (21.6) 8 (42.1)

Cw [ e [ [ e [ ow [

6 (46.2) 5 (41.7) 16 (51.6) 64 (50.8)
3(23.0) 2 (16.6) 5(16.1) 24 (19.0)
4 (30.8) 5 (41.7) 10 (32.3) 38 (30.2)

T N T T S T
53.6 80.0

ypNO: 0 100.0 100.0
ypN1: 1-3 727 100.0 66.7 0.0 50.0 70
ypN2-3: > 4 50.0 50.0 0.0 40.0 18.0 37

LA: luminal A; LB: luminal B/HER2 negativo; LB/HER2: luminal B/HER2 positivo; HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; TN: triple negativo;

pN: ganglio patoldgico; SG: supervivencia global.

Tabla 5. Impacto pronéstico de las caracteristicas clinicopatoldgicas por subtipo molecular en la SG mediante

analisis multivariado de Cox (n = 126)

Analisis mutivariante

Etapa: IlIA vs. IlIB 2.8 0.012 2.4 0.033
pN: pNO vs. pN > 4 39 0.006 3.7 0.008
Grado: G2 vs. G3 1.2 0.677 24 0.097

*HR: ajustado a edad, etapa, grado, histologia y pN.

25 0.032 26 0.025 24 0.036
3.9 0.006 3.5 0.010 34 0.012
23 0.100 19 0.199 2.2 0.107

SG: supervivencia global; LA: luminal A; LB: luminal B; LB/HER2+: luminal B/HER2 positivo; HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; TN: triple

negativo; HR: hazard ratio; L: lobular; D: ductal; pN: ganglio patoldgico.

tumores luminales (LA, LB/HER2- y LB/HER2+) con HR
de 3.9 (p = 0.006), 3.7 (p = 0.008) y 3.9 (p = 0.006),
respectivamente.

El otro predictor independiente fue el estadio IlIB en
todos los subtipos, el riesgo de muerte en los LB/
HER2- y LB/HER2+ fue similar a los tumores del grupo
RH- (HER2 y TN), con HR de 2.4 a 2.5 vs. 2.4 a 2.6,
respectivamente (Tabla 5).

Los tumores indiferenciados fueron predictores de
mal prondstico (diferencias no significativas), el riesgo
de muerte fue ligeramente mayor en el grupo RH+ (LB/
HER2- y LB/HER2+) en comparacion al grupo
RH- (HER2+ y TN), con HR de 2.3 a 2.4 vs. 1.9 a 2.2,
respectivamente (Tabla 5).

Para la cohorte entera se observé un seguimiento
mediano de 50 meses (limites, 12 a 83 meses), con un
periodo de 6,535 persona-afo. Durante este periodo,

51 pacientes (40.4%) tuvieron recidivas a distancia y
35 murieron (27.7%).

La aparicion de metastasis a distancia de acuerdo
con el subtipo molecular, no obstante la RPc, ocurrie-
ron en mayor frecuencia a pesar del buen prondstico
en la poblacion LA (27.7%), seguido de los tumores LB/
HER2- (25.5%) y TN (21.3%), esto se reflejo directa-
mente en la mayor proporcion de muertes (22.9%,
25.7% y 25.7%, respectivamente).

Para la cohorte entera, el grupo con RPc presento re-
cidivas a distancia en 26.3% (10/38) de los casos. Al es-
tratificar por subtipo la RPc, el subtipo LB/HER2- presentd
el segundo lugar en recidivas en el grupo tumor residual
(24.3%) y el mayor porcentaje (30%) en el grupo RPc. En
contraste, las pacientes del grupo tumor residual posqui-
mioterapia presentaron un mayor porcentaje (53.4%,
47/88 casos) de recidivas a distancia, del cual el 86% han

1
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muerto. Un 14% de las muertes ocurrié en el grupo RPc,
donde el tumor LB/HER2- tuvo el mayor porcentaje de
muertes (60%) hasta el cierre de este registro.

Discusidn

El estudio de los biomarcadores (RE, RPg y HER2)
por IHQ no tiene el nivel de evidencia suficiente para
suplir a la clasificacion gendémica. Sin embargo, un
estudio ha demostrado que pueden ser utilizados los
sustitutos por IHQ con una sensibilidad del 76% y una
especificidad del 100%. Los subtipos definidos por
criterios clinicopatolégicos y por IHQ son similares,
pero no idénticos, a los subtipos intrinsecos, sin em-
bargo, representan una aproximacion valida’0-19:23:26,

El uso de cientos de genes intrinsecos ha mostrado
que los genes relacionados al fenotipo RE y HER2 tie-
nen una identificacion estable, por lo que la subdivision
molecular primaria se basa en el estado del RE™" 4161726,
Los tumores LA y LB/HER2- (o LB) son los principales
subtipos moleculares identificados entre los genes re-
lacionados al RH+ y la discriminacién mas significativa
entre estos subtipos con RE+ es la expresién de proli-
feracion' 41626 E| indice de proliferacion de Ki-67 dis-
crimina el subtipo LA de LB; se puede utilizar una
evaluacion alternativa de la proliferacion tumoral como
es el grado para distinguir entre LA y LB (HER2-)",
estas dos entidades moleculares han mostrado diferen-
cias en la sensibilidad a la quimioterapia y en el
pronésticoz14,16-19,26,27_

Los tumores HER2+ y basal son los principales sub-
tipos moleculares identificados entre los RE- en cancer
de mama''722.2729 En estos subtipos quienes presen-
tan altos niveles de linfocitos infiltrantes del tumor son
predictores de la respuesta a la QN con un incremento
en la tasa de RPc'®2%2730y |a respuesta completa cli-
nica y patoldgica depende del subtipo molecular®”.

No toda respuesta clinica completa muestra una RPc,
una masa palpable puede ser solo fibrosis o persisten-
cia celular maligna tras la QN. Algunos subtipos se
caracterizan por tener una mejor respuesta a la QN.

El fenotipo HER2+/RH- es el que tiene mayor opor-
tunidad de lograr una RPc en comparacion con el feno-
tipo HER2+/RH+. La proporcién de RPc se ha incremen-
tado con el uso de QN, particularmente en las pacientes
con tumores HER2+ que reciben terapia monoclonal
dirigida anti-HER2 simultdnea con QN3#717273132 E|
ensayo NeoALTTO mostr6 una tasa superior de RPc
(51.3%) en la terapia dual (trastuzumab-lapatinib) com-
parado con solo trastuzumab (29.5%) o lapatinib
(24.7%)°". Algunos estudios han identificado otros

subtipos moleculares, como el luminal C y los grupos
que asemejan a la mama normal no estan bien carac-
terizados como los otros'1%29,

Otro subtipo que también presenta un alto porcentaje
de RPc (21.1 a 35.8%)°26295" gs el subtipo TN, aunque
tiene alta sensibilidad a la QN representa el subtipo de
peor prondstico sobre todo en quienes presentan tumor
residual. A pesar de las caracteristicas clinicas y pato-
l6gicas que asemejan el TN con el basal, este ultimo
se considera un carcinoma heterogéneo que puede
subdividirse en al menos cinco o seis subgrupos dis-
tintos y con respuestas diferentes'! 222733,

Varios ensayos recomiendan el uso de citoqueratinas
basales (CK5/6) por su alta expresion (50-80%)172%28.29,
asi como la inclusién de vimentina y P-cadherina, que
abarcaria a la gran mayoria de los casos TN?. Los
genes asociados con una RPc son diferentes entre los
subtipos basal y HER2+, lo que sugiere que los meca-
nismos de sensibilidad a la quimioterapia pueden variar
entre los subtipos'*?2,

Las pacientes con subtipo LB requieren de un mayor
reto en el tratamiento debido a que presentan mayor
tasa de tumor residual tras la QN. En nuestra cohorte
estos tumores tienen una mayor probabilidad de ser
carcinomas ductales asociados a cT4 (OR de 13.1 y
4.5, respectivamente). La presencia del carcinoma lo-
bular en la RPc y tumor residual fue diferente (25% vs.
6.7%, respectivamente; p = 0.386), la diferencia no fue
significativa (sensibilidad: 75%; especificidad: 6.6%;
VPP: 17.6% y VPN: 50%). Debido a la baja tasa de RPc
en este subtipo, se requiere de opciones terapéuticas
con mayor eficacia.

El grado histoldgico también es un factor predictor
de la respuesta a la QN®'°, Nuestros datos mostraron
que en las pacientes con tumores grado 2, un 34.6%
(27/78) de las respondedoras mostraron una RPc. Del
grupo previo, las pacientes con tumores LA (15/27,
55.6%) y TN (7/27, 25.9%) fueron quienes mejor obtu-
vieron una RPc. En el grupo tumor residual, el grado
3 estuvo presente en un 42% (37/88) de los casos.

Las pacientes con tumores RE- (HER2+ y TN) tien-
den a tener una mayor tasa de RPc (43 a 58%) poste-
riormente a la QN”'*"927, Los datos de nuestra cohorte
concuerdan con los datos previos, las pacientes con
fenotipo RE+ (LA y LB) presentaron menor tasa de RPc
(21 2 29.4%). Observamos una mejor tasa de RPc (29 a
41.7%) en el grupo con fenotipo RE- (TN y HER2+).

Tras recibir E-D secuencial neoadyuvante, la tasa de
RPc fue diferente en los 5 subtipos moleculares, quie-
nes tuvieron mayor fuerza de asociacion en obtener una
RPc fueron los tumores HER2+ y LB/HER2+ que
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aquellas con fenotipo luminal (LA'y LB) y TN. La eviden-
cia de las diferentes respuestas completas y parciales
en los subtipos en esta cohorte también sugiere que la
sensibilidad a la quimioterapia varia en los subtipos.

Contrario a otros estudios”'*'°, en esta investigacion
los tumores LA se asociaron a una mejor tasa de RPc,
quizés a un mayor numero de casos con carcinoma
lobular (8 de los 12 casos con RPc) y para esta cohorte
de estudio la RPc al parecer no seria un marcador de
la SG en los subtipos LB/HER2- y LB/HER2+.

La RPc se correlaciona con una mejor superviven-
cia"®1819.222732 Gin embargo, aproximadamente un 20%
de los casos sin invasién ganglionar y hasta en un 60-
70% de los casos con invasion ganglionar experimentan
una recidiva sistémica tras recibir quimioterapia a base
de antraciclinas®**, En este estudio, varias pacientes
con RPc tuvieron una tasa de recidiva del 26.3% tras
recibir E-D secuencial. Del grupo RPc, los subtipos LA
y LB/HER2- tuvieron el mayor porcentaje de recidivas
(80%). El subtipo LB/HER2- fue uno de los subtipos con
mayor porcentaje de recidivas tanto en las pacientes
con tumor residual como en el grupo con RPc.

Las principales debilidades del estudio son el anali-
sis retrospectivo, la limitada reproducibilidad de la téc-
nica y la interpretacion subjetiva, lo que permite deter-
minar el comportamiento clinico en los diferentes
subtipos moleculares del tumor primario. Ante estas
circunstancias, para este estudio hubo evidencia ro-
busta al observar una significativa mejor tasa en la SLE
de todos los subtipos en quienes obtuvieron una RPc
que aquellas con tumor residual.

La fortaleza de este reporte reside en que se estudio
a una cohorte de pacientes en etapa avanzada
(estadio Ill) de una poblacidn homogénea (no caucasi-
ca), y que todas las pacientes recibieron una dosis
uniforme de QN a base de E-D secuencial seguido de
cirugia y radioterapia, todo ello llevado a cabo en una
Unica institucion. La hipétesis principal fue determinar
que la sensibilidad a la QN con E-D secuencial es di-
ferente en la RPc en cada subtipo molecular.

Los subtipos moleculares del CMLA tienen un impor-
tante valor predictivo de la respuesta a la QN y un valor
prondstico diferente en la supervivencia’! #1619 En
esta cohorte los cinco subtipos moleculares también
tuvieron diferencias en la SG. Solamente las pacientes
con tumores HER2+ asociados a RPc obtuvieron un
beneficio significativo tanto en la SLE como en la SG.
Por otra parte, en términos de SG, las pacientes con
enfermedad residual en el grupo HER2 (HER2+, 24%;
LB/HER2+, 50%) seguido de los TN (57%) mostraron
el peor prondstico.

Conclusion

Al igual que en otros estudios hemos utilizado los
marcadores basicos (RE, RPg y HER2) con el método
de IHQ para categorizar las clases o subtipos molecu-
lares del CMLA. En la aplicacion de los estudios ge-
noémicos aun existen problemas, una matriz gendémica
tiene limitaciones por la dificultad técnica, el costo alto
y el tipo de clasificacién molecular, por lo que varios
estudios de investigacion consideran la expresion de
varios biomarcadores por IHQ de los carcinomas como
una alternativa valida. Por ejemplo, los consensos tie-
nen dilemas respecto a qué marcadores de IHQ deben
utilizarse o qué subtipos son mas susceptibles para
ambos métodos.

La estrecha asociacion del estado del RE, el RPg y el
HER2, junto con el grado tumoral, permiten que la clasi-
ficacion molecular por IHQ sea similar, aunque no idénti-
ca, al perfil génico. La variabilidad de resultados en la tasa
de RPc relacionados al subtipo molecular justifica el de-
sarrollo de ensayos clinicos dirigidos para homogeneizar
estrategias de clasificacion e identificar enfoques terapéu-
ticos en el manejo del CMLA de cada subtipo molecular,
en especial en aquellos carcinomas con resistencia tera-
péutica (p. €j., la poblacién de tumores LB/HER2-), lo que
podria revelar nuevos objetivos terapéuticos.
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